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De tous temps, les serpents ont occupé une place particulière dans la

psychologie humaine. Selon les époques, les civilisations et les religions, ces

animaux sont considérés comme des représentations divines, parfois maléfiques,

mais toujours vénérées; plus fréquemment et malheureusement pour eux, comme

des objets de répulsion et ils sont alors massacrés sans pitié.

On dénombre actuellement 2 700 espèces de serpents réparties sur tous les

continents à l'exception de l'Antarctique. D'une certaine manière, tous les serpents

peuvent être venimeux puisque tous produisent diverses enzymes qui entament la

digestion de la proie dès qu'elle est ingérée dans la cavité buccale et avant même sa

déglutition. Cependant, l'idée admise est que les serpents réellement venimeux sont

ceux qui disposent de dents spécialisées en mesure d'injecter du venin dans les

tissus de la proie. Ainsi, seules quelques familles ont des représentants que l'on peut

qualifier de venimeux: les Colubridés (couleuvres), les Elapidés (cobras, serpents­

corail, bungares, mambas, taïpans, serpents de mer) , les Viperidés et les Crotalidés.

Le venin de serpent est un véritable cocktail de substances chimiques dont la

composition varie d'une espèce à l'autre mais aussi selon l'âge de l'individu, selon la

progression de son cycle ... Elle peut même être différente d'un crochet à l'autre pour

un même individu! De façon générale, les protéines constituent 90 à 95 % du poids

sec des venins et sont responsables de la quasi totalité des effets biologiques de ces

derniers. Parmi les centaines, voir le millier de protéines différentes contenues dans

un venin de serpent, on trouve évidemment des toxines, en particulier des

neurotoxines, cardiotoxines, hémotoxines mais aussi des protéines non toxiques, ce

qui ne veut pas dire qu'elles soient dépourvues de propriétés pharmacologiques

(lectines, protéines liant le facteur de Von Willebrand, désintegrines, bradykinine,

peptides natriurétique) et diverses enzymes (protéases, phospholipases,

phosphodiestérases, cholinestérases, aminotransférases, catalase, hyaluronidase,

nucléosidase ... la liste n'est pas exhaustive).
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C'est la complexité de la composition des venins de serpents et leur grande

variabilité qui expliquent l'extrême diversité de leurs effets biologiques.

Schématiquement, il est admis que les venins des Elapidés sont responsables de

syndromes neurotoxiques pouvant entraîner la mort par paralysie respiratoire tandis

que ceux des Vipéridés impliquent des syndromes inflammatoires, hémorragiques ou

nécrotiques.

Ce mémoire traite exclusivement des venins ophidiens ayant une action sur

l'hémostase. Le but est de comprendre par quels procédés les composants de ces

venins agissent sur les différentes étapes de la coagulation afin d'en faire des outils

pharmacologiques, diagnostiques et thérapeutiques.
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1. Généralités

A. Espèces ayant un venin hémotoxique

1. Les Viperidés

En Afrique, les espèces des genres Cerastes, vipère à cornes de la partie sud

du bassin méditerranéen; Bitis , la plus grosse des vipères, et Eehis sont

responsables de graves hémorragies. Eehis earinatus et les espèces qui y sont

apparentées (E. oeel/atus, E. leueogaster et E. pyramidum) provoquent environ

25000 décès chaque année (Mion et al., 2002).

En Asie, on trouve E. earinatus, E. multisquamatus; E. soehureki aux Indes et

au Moyen-Orient, Pseudoeerastes persieus en Iran et Eristieophis maemahoni dans

les steppes asiatiques. Les espèces du genre Vipera ( V. lebetina et V. xanthina par

exemple) y sont beaucoup plus venimeuses que leurs cousines d'Europe

occidentale. La vipère de Russell, Daboia russeIii, est la seule espèce du Sud-Est

asiatique (Mion et al., 2002).

En France métropolitaine, il existe quatre espèces de vipères toutes du genre

Vipera qui vivent dans différentes régions:

Vipera aspis, la vipère aspic: dans les % sud de la France

Vipera berus, la vipère péliade: nord de la Loire et massif central

Vipera seoani, la vipère basque: extrême sud-ouest de la France

Vipera ursinii, la vipère d'Orsini: entre 1000 et 2400 m d'altitude dans les

Alpes de la haute Provence

Parmi ces espèces, seules V. aspis et V. berus constituent le principal risque

pour l'homme (De Haro L., 2003). Les vipères européennes ont une activité

essentiellement diurne. Après une longue période d'hibernation, elles sont

7



Ceraste ceraste, Gaywood
M. et Spellerberg 1., 2003.

Les Vipéridés

Bitis gabonica,
Freiberg M. et Walls J,
1984. Echis carinatus, Freiberg

M. etWalls J, 1984.

Vipera /ebetina, Le Garff
8, 1991.

Vipera aspis, Santiani
M,2002.

Vipera russetli,
Freiberg M. et Walls J,
1984.

Vipera berus, Naulleau
G,1987.

Vipera ursinii, Santiani
M,2002.

Vipera seoani,
Naulleau G, 1987. 9



essentiellement actives entre le mois d'avril et le mois d'octobre. C'est durant la

période estivale, où la rencontre entre l'homme et l'animal est la plus fréquente, que

l'on observe le plus grand nombre de morsures.

2. Les Crotalidés

Aux Etats-Unis en 1995, sur 1331 envenimations, on ne comptait qu'un seul

décès par morsure de Crotalidé. En Amérique du Nord et au Mexique, les serpents à

sonnette comme Crota/us atrox ou Sistrurus catenatus sont plus nombreux que les

Agkistrodon. En Amérique du Sud, ce sont les bothrops ou fers de lance qui sont les

plus venimeux. Le jararaca est le plus courant en Guyane, Lachesis muta, immense,

le plus craint (Mion et al., 2002).

A la Martinique, Bothrops /anceo/atus ou fer de lance antillais, est responsable

d'une vingtaine de morsures par an. Avant l'utilisation de l'immunothérapie en 1992,

il provoquait le décès dans 13 % des cas.

En Asie du Sud-Est, les plantations d'hévéas sont habitées par Agkistrodon ou

Callose/asma rhodostoma. A Bangkok, c'est Trimeresurus a/bo/abris qui provoque

450 envenimations annuelles mais sans décès semble-t-il. On trouve aussi des

Trimeresurus en Indonésie, à Taiwan et en Chine du Sud. En Corée, les crotales

présents sont surtout du type Agkistrodon ha/ys (Mion et al., 2002).

Même si les espèces responsables de troubles de l'hémostase sont essentiellement

des Vipéridés et des Crotalidés, certaines espèces d'Élapidés australiens et

quelques Colubridés sont susceptibles d'induire à côté d'un syndrome cobraïque

(paralysie de la jonction neuro-musculaire) des troubles sévères de l'hémostase.

8



Les Crotalidés

Grata/us atrox, Gaywaad M. et
Spellerberg 1., 2003.

Bathrops jararaca, Freiberg M. et
Walls J, 1984.

Lachesis mutus, Ragé J-P. et
Sauvanet, 1987.

Agkistradon contortrix, Freiberg
M. et Walls J, 1984.

Trimeresurus stejnegeri,
Freiberg M. et Walls J, 1984.
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B. L'appareil inoculateur

Les venins de serpents ne sont que l'un des composants de ce qui se nomme

"l'appareil venimeux". Celui-ci est constitué essentiellement de deux glandes

venimeuses produisant le venin et d'un système d'injection composé de dents

modifiées en crochets permettant au serpent de faire pénétrer son venin dans les

tissus de sa proie ou de son agresseur. L'appareil venimeux des serpents est

certainement le plus perfectionné que le monde animal terrestre ait élaboré. Sa

fonction est d'immobiliser les proies dont l'animal va se nourrir et de jouer un rôle

important dans la digestion des proies.

~ Les glandes venimeuses

Les glandes venimeuses se situent en arrière de la région orbitaire. Il s'agit en

fait de glandes salivaires qui se sont spécifiées. Elles sont compartimentées en lobes

et lobules. Au centre, il se forme un réservoir qui débouche sur un canal excréteur.

En avant des glandes venimeuses, se trouve une glande, accessoire, de nature

muqueuse (Goyffon et Heurtault, 1994).

~ Le système d'injection

Les serpents se divisent en 4 groupes, selon leur dentition (fig. 1)

Les aglyphes ne présentent aucune dent creuse ou sillonnée qui pourrait

conduire du venin. Les serpents de ce groupe ( Boas, Pythons, couleuvres) ne sont

donc pas venimeux, mais la morsure d'un gros spécimen est néanmoins

dangereuse.

Les opistoglyphes présentent deux séries de crochets sillonnés, spécialisés et

placés en arrière des maxillaires. Ils ne sont pas considérés comme dangereux pour

l'Homme étant donné la position de leurs crochets. Ils ne peuvent guère blesser

quelqu'un, sauf aux doigts lors de manipulations inadaptées, même lorsque leur

gueule est grande ouverte. Les Boomslang, Boïgas, certains Serpents liane et

Il



certaines Couleuvres appartiennent à ce groupe. Il est tout de même à noter que des

Boomslang (Dispholidus typus) et des serpents liane (Thelotornis) ont provoqué des

envenimations mortelles.

Les protéroglyphes (Cobras, mambas, taïpans ... ) présentent des crochets

venimeux cannelés, fixés en avant de la bouche, maintenus dans la proie après la

frappe pour une envenimation optimale avant la déglutition.

Les solénoglyphes (Vipères, Crotales, Mocassins, Fers de lance) possèdent

des crochets à venin creusés d'un canal tubulaire. Ils sont mobiles, se dressent à la

verticale au moment de l'ouverture de la bouche, ce qui autorise leur longueur

accrue. Au repos, ils sont repliés dans leur fourreau et plus ou moins plaqués contre

le plafond buccal. Lors de la morsure, ils sont plongés avec violence dans les chairs

de la proie et l'injection de venin à lieu aussitôt. Les crochets sont ensuite retirés

libérant la proie dont la mort est déjà programmée.

aglyphe

solénoglyphe

Figure 1 : squelette de la tête des ophidiens (d'après www.reptilesdumonde.ch)

12



c. Epidémiologie

Les serpents venimeux sont présents dans presque toutes les régions du

globe, en dehors de l'Antarctique et de certaines îles, notamment dans le Pacifique.

Leur densité est significativement plus élevée entre les tropiques.

Les circonstances qui mettent l'Homme au contact des serpents sont aujourd'hui

mieux décrites:

• En milieu rural, les activités agricoles ou récréatives sont à l'origine de la

plupart des accidents. La modernisation de l'agriculture réduit

considérablement les risques. Cependant, les aménagements hydro-agricoles

favorisent la création de biotopes susceptibles d'attirer certaines espèces qui

représentent un danger potentiel.

• Dans les pays industrialisés, ce sont les comportements à risque qui

entraînent des morsures "hasardeuses" chez les manipulateurs de serpents,

dans le cadre de leur profession ou de leurs loisirs.

• Dans les pays en développement, l'insalubrité des maisons, les mauvaises

conditions de vie occasionnent certaines morsures accidentelles à domicile,

notamment lors du sommeil.

En Afrique, les morsures de serpent constituent une urgence médico-chirurgicale

fréquente et un véritable problème de santé publique (Chippaux, 1999).

Le tableau 1 permet d'évaluer la morbidité et la mortalité par envenimation

ophidienne dans le monde.

De très nombreux facteurs ont une influence sur la sévérité des

envenimations. L'espèce responsable de la morsure est sans doute le plus important

mais la taille du serpent, son état physiologique, la quantité de venin inoculé, le siège

de la morsure, l'état de santé de la victime (malnutrition, affection intercurrente,

maladie métabolique), son âge ou certaines circonstances (grossesse, prise en

charge tardive) vont également avoir un rôle non négligeable sur l'évolution de

l'envenimation (Chippaux J-P., 1999).
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Région Population( 1Ob) Nombre de Nombre Nombre de
morsures d'envenimations décès

Europe 700 25 000 8 000 30

Moyen-Orient 160 20 000 15 000 100

USA - Canada 270 45 000 6500 15

afrique latine 400 300 000 150 000 5 000

Afrique 750 1 000 000 500 000 20 000

Asie 3 000 4 000 000 2 000 000 1 00 000
Océanie 20 10 000 3 000 200
Total 5300 5400 000 2682500 125345

Tableau 1 : incidence et sévérité des morsures de serpent dans le monde
(Chippaux, 2002).

o. Symptomatologie

On peut artificiellement distinguer quatre grands syndromes dans la

symptomatologie des envenimations ophidiennes:

- le syndrome cobraïque qui aboutit à une paralysie respiratoire par atteinte de la

jonction neuromusculaire ;

- le syndrome vipérin qui réunit un syndrome hémorragique et des signes locaux

marqués;

- l'atteinte de la fonction circulatoire, moins spécifique, mais toujours grave;

-l'atteinte des autres fonctions (signes généraux, digestifs, musculaires, etc.).

Dans le cadre de ce travail nous ne traiterons que du syndrome vipérin.
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1. Le syndrome vipérin

Le syndrome vipérin associe douleur, œdème, troubles cutanés et nécrose.

Les troubles hématologiques sont souvent présents mais ils constituent une entité

bien distincte au point de vue étiologique et évolutif.

1.1 Les symptômes locaux

Chez les Viperidés, l'injection du venin, profonde en raison de la configuration

des crochets, est très douloureuse, immédiate. Le plus souvent, la douleur augmente

et irradie vers la racine du membre. Elle peut même être rebelle à toute

thérapeutique analgésique et nécessiter une anesthésie locorégionale (Chippaux J­

P., 1999).

L'œdème apparaît dans les minutes qui suivent la morsure, gagnant

progressivement les zones voisines (fig. 2) et pouvant prendre des proportions

inquiétantes chez un tiers des patients. C'est le premier signe objectif

d'envenimation. " se résorbe en 10 à 20 jours dans les morsures d'Echis mais peut

persister plusieurs semaines, voire des mois, dans le cas de Bitis (Mion et al., 2002).

Figure 2 : Œdème du membre supérieur droit suite à une morsure d'Echis ;

aggravation rapide de l'œdème dans les minutes et les heures qui suivent la morsure

(Mion et al., 2000).
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Certaines toxines, les hémorragines, provoquent des lésions des parois

vasculaires qui se traduisent par des saignements (fig. 3) plus ou moins localisés au

point d'inoculation en fonction de la quantité de venin et de sa vitesse de diffusion

(Chippaux J-P., 1999).

Rappelons que la fonction première des venins est d'assurer une prédigestion

de la proie. Ils contiennent de nombreuses enzymes protéolytiques parmi lesquelles

on peut citer les phospholipases A2 qui agissent sur les membranes, les

hyaluronidases qui hydrolysent les mucopolysaccharides des tissus conjonctifs; ce

qui favorise la diffusion des autres composants du venin. Les protéases s'attaquent

aux structures musculaire, osseuse ou endothéliale, mais aussi aux protéines

fonctionnelles comme certains facteurs de coagulation et du complément ainsi qu'à

divers médiateurs chimiques. Toutes ces enzymes détruisent les tissus au contact

desquels elles se trouvent et provoque une nécrose (fig. 4). Annoncée dès les

premières heures par un hématome qui encercle la trace des crochets, puis par une

tache noire ou cyanique, la nécrose humide et suintante s'étend rapidement en

surface et en profondeur (Mion G. et al., 2000).

Figure 3 : hémorragie suite à une morsure par Bitis

arietans, la photo a été prise 36 heures après la

morsure (Visser, 1982).

Figure 4 : nécrose suite à une morsure par Bitis

arietans, la photo a été prise 14 jours après la

morsure (Visser, 1982).
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Le dernier facteur qui intervient dans les symptômes locaux du syndrome

hémorragique est la surinfection. Les agents saprophytes de la cavité buccale du

serpent (Clostridium, Pseudomonas .. .), inoculés dans des tissus ischémiques, sont

sources de surinfection bactérienne. Celle-ci peut évoluer rapidement vers la

gangrène gazeuse qui justifie parfois une amputation de sauvetage (Mion et al.,

2000).

1.2 Les symptômes systémiques

Les processus mis en jeu au cours des syndromes hémorragiques sont

complexes en raisons des interactions fréquentes et contradictoires. Plusieurs

phénomènes sont à distinguer.

1.2.1 La coagulation intravasculaire disséminée

(CIVD)

Les coagulations intravasculaires disséminées et syndromes de défibrination

ne s'observent que chez certains Viperidés: Bitis arietans (vipère heurtante) en

savane africaine, Bothrops lanceo/atus (fer de lance) en Martinique ou Bothrops

Brazi/ii (crotale du Brésil) en Amazonie.

Lors de ces envenimations, des enzymes thrombine-like produisent une

quantité anormale et continue de monomères solubles de fibrine dans le torrent

circulatoire. Des microthrombi obstruent alors la lumière des artérioles, des

capillaires et des veinules avant d'être lysés par la plasmine. L'effondrement

caractéristique du fibrinogène en est la première manifestation. Des plaquettes sont

piégées dans les microthrombi, ce qui explique la thrombopénie. Les hématies

lysées dans des capillaires rétrécis par la fibrine (formation de schizocytes et anémie

hémolytique) libèrent des agonistes plaquettaires et des phospholipides

procoagulants ; les PDF issus de la fibrinolyse pérennisent également les troubles de

l'hémostase.
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Au cours des morsures de serpents, la CIVD typique est rare, comme en

témoignent des taux souvent normaux d'antithrombine III, de facteur XIII ou de D­

dimères. La fibrine générée sous l'action des glycoprotéines thrombine-like est

instable et rapidement lysée. La morbidité et la mortalité sont donc principalement

liées aux syndromes hémorragiques secondaires à la défibrination, associés ou non

aux troubles induits par les hémorragines et les protéines à tropisme plaquettaire.

Les trois espèces citées ci-dessus font figure d'exception. Elles sont

responsables de thromboses vasculaires, notamment myocardiques et

encéphaliques, se traduisant par un infarctus brutal, parfois létal (Mion et al., 2002).

1.2.2 Les syndromes hémorragiques

Si les syndromes hémorragiques décrits ont pu être, grossièrement,

rassemblés sous le terme de coagulopathie de consommation, ils devraient être

redéfinis avec une plus grande rigueur compte tenu de la diversité des tableaux

cliniques rencontrés (Chippaux J-P., 1999). Citons deux exemples:

- Au cours des envenimations par Bitis, un syndrome hémorragique massif suit

rapidement, habituellement en moins de 5 heures, le syndrome thrombosique. Cela

pourrait être en rapport avec la consommation rapide du fibrinogène, associée à une

fibrinolyse primitive.

- Avec le venin d'Echis, la période hémorragique due à l'afibrinogénémie apparaît

longtemps, parfois 24 à 48 heures, après la morsure. En général, au moins au début,

aucun autre facteur de coagulation que le fibrinogène n'est franchement effondré.

Pas même les plaquettes ce qui élimine formellement le diagnostic de coagulation de

consommation aiguë. Ce syndrome hémorragique se traduit dans un premier temps

par des saignements persistants au siège de la morsure, difficiles à distinguer avec

l'action des hémorragines. Des épistaxis, une hématurie, un purpura massif, parfois

une hémoptysie ou une hémorragie digestive surviennent secondairement. Après

une morsure par Echis, un choc hypovolémique ou une hémorragie méningée

peuvent survenir, ce sont les causes de décès les plus fréquentes (Mion et al.,2000).
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2. L'évolution

Selon l'espèce responsable de la morsure, l'évolution sera différente.

L'envenimation par Ceraste conduit à une hypotension marquée et une nécrose

humide extensive. Celle par Bitis comporte un œdème extensif géant se développant

rapidement et se surinfectant systématiquement. On observe des lésions nécrotiques

étendues et des phlyctènes à distance du point de morsure puis des hémorragies

diffuses. Enfin, les vipères du genre Echis entraînent un syndrome hémorragique

majeur mais la nécrose est rare (Chippaux, 1999). Les morsures de Bothrops

lanceolatus, provoquent un syndrome thrombotique souvent mortel en l'absence

d'immunothérapie.

3. Les séquelles

Les séquelles représentent 1 a 3 % des envenimations vipérines. Elles sont

liées a la nécrose qui peut à terme, nécessiter une amputation, ou au syndrome

thrombosique. Les lésions rénales sont les plus nombreuses. Elles surviennent au

cours des semaines qui suivent la morsure, alors même que l'évolution paraît

favorable. (Chippaux J-P., 1999).

4. Cas d'une envenimation par les vipères françaises

Si les morsures de serpent en France ne représentent pas un problème de

santé publique majeur, comme on peut l'observer dans les pays tropicaux et

intertropicaux, on évalue cependant à 1000 ou 2000 leur nombre dont seulement une

centaine nécessite une prise en charge médicale.

La production du venin demande une énergie considérable au serpent. Il est

donc injecté avec parcimonie, juste aux quantités nécessaires pour immobiliser les

proies. Cela explique pourquoi dans environ 20 à 30% des cas, la morsure n'est pas

suivie d'envenimation; on parle alors de morsure sèche ou blanche.
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4.1 Les signes cliniques

En France, l'unité des venins de l'Institut Pasteur a établi une gradation

clinique qui permet en quelques heures d'apprécier la gravité de l'envenimation

(tableau 2). Elle doit être répétée dans le temps et permet de déterminer l'attitude

thérapeutique à adopter. Grâce à l'élaboration d'un dosage (de type ELISA) des

antigènes de venin présents dans le sang, une corrélation a été établie entre la

gradation clinique et la concentration sanguine de venin.

Grade Appellation Signes et symptômes

Morsure blanche, pas
Marque de crochets

0 Absence d'œdème
d'envenimation Absence de réaction locale

Envenimation
Œdème local autour de la morsure

1 Phlyctènes au niveau de la zone mordue
mineure Absence de symptômes généraux

Envenimation
Œdème (majeure partie du membre) et/ou

2 modérée
symptômes généraux modérés: hypotension
passagère, vomissements, diarrhée
Œdème étendu (au-delà du membre atteint) et/ou

3 Envenimation sévère symptômes généraux sévères: hypotension
prolongée, choc, saignements, atteintes viscérales

Tableau 2 : gradation des envenimations vipérines selon les signes et symptômes
observés (De Haro et al., 2003).

4.2 La conduite à tenir (De Haro et al., 2003)

Sur le lieu de la morsure:

mettre la victime au repos, immobiliser le membre blessé afin d'éviter la

diffusion du venin.

avertir les secours.

enlever tous les garrots potentiels (bague, bracelet. .. ).

désinfecter et glacer la plaie.

ne pas poser de garrot, donner du café à la victime, inciser, cautériser.

ne pas donner de corticoïdes ou de salycilés.

les système d'aspiration type Aspivenin® sont inutiles pour retirer un venin

injecté sous pression.
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A l'hôpital:

L'examen clinique et l'interrogatoire permettent d'attribuer un grade à l'arrivée. Ils

seront complétés par un bilan biologique. La vaccination antitétanique doit être

vérifiée.

le patient est en grade a :une surveillance de 4 à 6 heures peut être proposée

mais elle est discutée.

le patient est en grade 1 : une hospitalisation de 24 heures s'impose. Du venin

a été injecté mais il est impossible de prévoir l'évolution à ce stade. Des

traitements symptomatiques sont mis en place: antalgiques, vessie de glace,

membre surélevé, antibiotiques si suspicion d'infection.

le patient est en grade 2 ou 3 : perfusion intraveineuse d'antivenin. En France,

l'antivenin employé est Viperfav®. Il contient des fragments F(ab')2

d'anticorps de chevaux immunisés avec le venin de V. berus, V. aspis et V

ammodytes des Balkans. Il est réservé à l'usage hospitalier. Le traitement

comporte la perfusion sur une heure d'une dose de 4 ml, soit une ampoule,

diluée dans 100 ml de sérum physiologique. Quatre heures après la fin de la

perfusion, on réalise un nouveau bilan clinique et biologique. S'il s'aggrave

une nouvelle perfusion de 4 ml est prescrite. Les quantités d'antivenin

nécessaires ne dépendent pas de la victime mais de la quantité de venin

injectée, elle est donc la même pour un adulte et pour un enfant. La tolérance

de Viperfav® s'est avérée excellente grâce à son processus de fabrication et

de purification, à l'étape de pasteurisation finale qui lui confèrent une grande

pureté. L'hôpital doit cependant disposer d'adrénaline afin de traiter

immédiatement toute manifestation allergique.

Comme nous l'avons vu, les envenimations ophidiennes sont devenues un

véritable problème de santé publique en Afrique avec pas moins d'un million

d'accidents chaque année entraînant 60 000 envenimations et plus de 20 000 décès.

Cela est du à une densité et une diversité élevée des espèces qui sont souvent en

relation avec les hommes de par leur activité à prédominance rurale. Un autre

élément contribue à la gravité des morsures: l'insuffisance des infrastructures

sanitaires et leur dénuement.
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Le syndrome viperin s'il est pris en charge rapidement peut être facilement

maîtrisé comme c'est le cas en France avec l'utilisation de l'antivenin Viperfav®. A

l'inverse les conséquences peuvent être graves en l'absence de diagnostic et/ou de

traitement avec des thromboses suivies d'hémorragies diffuses, nécroses et

gangrènes. L'évolution est parfois fatale.

Afin de traiter ces victimes et de mettre au point de nouveaux antidotes, les

composants des venins ophidiens ont été largement étudiés. Aujourd'hui, grâce aux

techniques poussées (chromatographies, PCR..) il est possible d'isoler les molécules

le composant, de découvrir leurs structures dans l'espace et même pour certains de

connaître leur séquence ADN. Le but est alors de trouver les relations structure­

activités de ces composés pour les utiliser comme outils pharmacologiques et donc

mieux comprendre ou stopper certains mécanismes physiologiques, comme agent

de diagnostic dans des tests d'hémostase et comme agents thérapeutiques.

Pour comprendre l'action des venins ophidiens sur l'hémostase primaire nous

étudierons dans un premier temps la physiologie de l'hémostase puis, dans un

second temps nous analyserons les cibles et les modes d'action des venins sur

l'agrégation plaquettaire, la coagulation et la fibrinolyse.
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II. Phvsiologie de l'hémostase

Normalement le sang circule librement contre l'endothélium intact des

vaisseaux sanguins. En cas de rupture d'un de ces vaisseaux il s'établit toute une

série de réactions pour arrêter le saignement: cette série de réactions est

l'hémostase. Sans cette réaction défensive, rappelant l'endiguement d'un cours

d'eau, nous perdrions rapidement tout notre sang même après une minuscule

coupure (MARIES E., 1999).

L'hémostase est une réponse rapide, localisée, précise. Elle fait intervenir de

nombreux facteurs présents dans le plasma ainsi que des substances libérées par

les plaquettes et les tissus endommagés. Elle comprend plusieurs étapes intriquées

et interdépendantes (fig. 5) qu'il convient d'isoler par souci descriptif en :

- une vasoconstriction réflexe du vaisseau endommagé

-l'hémostase primaire, première étape d'urgence du contrôle hémorragique,

conduisant au thrombus plaquettaire en une durée de 3 à 5 minutes

-l'hémostase secondaire, ou coagulation plasmatique, dont le rôle est de consolider

le thrombus plaquettaire par la constitution d'un réseau de fibrine en une durée de 5

à 10 minutes

- la fibrinolyse assurant secondairement la dégradation enzymatique du caillot

fibrinoplaquettaire en une durée de 24 à 48 heures.

L'ensemble de ces processus est étroitement régulé par la mise en œuvre d'un

système très complexe d'activateurs et d'inhibiteurs permettant à l'hémostase de se

développer au foyer même de la brèche vasculaire sans extension à distance.
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Effraction vasculaire

hémostase primaire coagulation

!5à 10 min.

fibrinolyse

24 à 48 heures

!
Reperméation du vaisseau

Imperméabilité
de l'enveloppe
vasculaire

+
perméabilité
vasculaire =

fonction hémostatique
normale

Figure 5 : Les différentes étapes de l'hémostase.
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Une fonction hémostatique normale est caractérisée par une imperméabilité

de l'enveloppe vasculaire et une perméabilité vasculaire. Elle nécessite un équilibre

parfait entre les plaquettes (en nombre correct et fonctionnelles) et un endothélium

en bon état.

A. Le spasme vasculaire

La première réaction que provoque la lésion d'un vaisseau est sa constriction.

Plusieurs facteurs favorisent ce spasme vasculaire: l'atteinte du muscle lisse du

vaisseau, les substances chimiques libérées par les cellules endothéliales et les

plaquettes (sérotonine, prostaglandine...), les réflexes amorcés par l'activation de

nocicepteurs de la région atteinte. Il en résulte une réduction du calibre vasculaire

qui ralentit le débit sanguin, permettant par là une réduction des pertes et une

certaine stase circulatoire favorisant la mise en œuvre des différentes étapes de

l'hémostase.

Le mécanisme du spasme vasculaire augmente en efficacité

proportionnellement à la gravité de la lésion. Cette réaction comporte un avantage

évident: l'intense contraction d'un vaisseau peut endiguer une hémorragie le temps

nécessaire à la formation du clou plaquettaire et du caillot (JOBIN F., 1995).

B. L'hémostase primaire

1. Description des plaquettes

Les plaquettes, ou thrombocytes, ne sont pas des cellules à proprement

parler. Ce sont des fragments cytoplasmiques cylindriques, de 2 à 3 micromètres de

diamètre, qui se sont détachés, par bourgeonnement, de très grandes cellules de la

moelle osseuse appelées mégacaryocytes. Du fait de leur mode de formation elles

sont dépourvues de noyau. Elles contiennent beaucoup d'actine et de myosine, des

granules de deux sortes (fig. 6). Les granules denses sont riches en sérotonine, ions

calcium, histamine, adénosine di et triphosphate. Les granules alpha possèdent
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quant à eux le facteur de croissance cellulaire dérivé des plaquettes, le facteur IV

plaquettaire, le facteur Willebrand (FW ou VWF), du fibrinogène, des protéines

adhésives (GAUSSEN P. et al., 1994).
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Figure 6 : Anatomie fonctionnelle de la plaquette (JOBIN F., 1995).

Les propriétés des plaquettes sont médiées par de nombreux récepteurs de

surface (tableau 3). La glycoprotéine lb (GPlb), impliquée dans l'adhésion

plaquettaire, est le principal récepteur du facteur Willebrand. Il s'agit d'une

glycoprotéine riche en leucine qui ne nécessite pas d'activation. La glycoprotéine

Ilbllla (GPllbllla) doit, elle, être activée par la thrombine, l'adénosine diphosphate

(ADP) ou le collagène. Elle représente le point clé de l'agrégation plaquettaire:

récepteur du facteur Willebrand elle l'est aussi pour le fibrinogène, la fibronectine

sous endothéliale et la vitronectine. Ces deux intégrines ont une structure

hétérodimérique c'est à dire composées de deux monomères différents a et p (ex:

a1p2, a5p1 ...) et le site de reconnaissance de leur ligand comporte un motif tri

peptidique RGD (Arg-Gly-Asp) avec une dépendance vis à vis de cations divalents.

Le rôle des plaquettes dans l'hémostase primaire est capital. Il consiste à

former un bouchon qui obstrue temporairement l'ouverture du vaisseau sanguin.

Comme les plaquettes sont anucléées elles vieillissent rapidement et dégénèrent en

8 à 10 jours environ si elles ne servent pas.
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Le taux de plaquettes sanguines varie de 150 à 400 109/1, le tiers du pool

plaquettaire périphérique étant séquestré dans la rate.

RECEPTEUR FONCTION LIGAND

GPlb-V-IX Adhésion Facteur Willebrand (et thrombine)

GP lalla (02131) Adhésion Collagène

GP IV Adhésion Thrombospondine

GP Ilbllla (0IlbI33) Agrégation Fibrinogène (et facteur Willebrand)

PAR-1 Activation Thrombine

Récepteur à la TX A2 Activation TXA2

Récepteur à l'ADP Activation ADP

Récepteur à la Inhibition de

prostacycline l'agrégation
Prostacycline (PGI2)

PAR-1 : protease activated receptor de type 1, Tx A2 : thromboxane A2

Tableau 3: Principaux récepteurs et glycoprotéines de la membrane plaquettaire

(GAUSSEN P. et al., 1994).

2. L'adhésion plaquettaire à l'endothélium

En règle générale les plaquettes n'adhèrent ni les unes aux autres ni à

l'endothélium lisse des vaisseaux sanguins. Mais dès que cet endothélium est

endommagé et que les fibres collagènes sous jacentes sont mises à nue les

plaquettes subissent des changements étonnants (MARIES E., 1999).

L'adhésion plaquettaire est un phénomène passif induit par la rencontre des

plaquettes circulantes avec les structures sous-endothéliales hautement

thrombogènes, comme le collagène, mises à nu par la rupture de la couche

endothéliale. L'adhésion plaquettaire est permise par la fixation du facteur Willebrand

ancré dans le sous endothélium au collagène qui s'arrime à la membrane

plaquettaire par son récepteur (le facteur Willebrand circulant ne lie pas les

plaquettes).
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Le facteur Willebrand est le principal cofacteur de l'adhésion plaquettaire. Il s'agit

d'une glycoprotéine multimérique de poids moléculaire à la fois élevé et variable (de

1 à 20 103 kDa). Il est sécrété à trois endroits différents:

• Dans le plasma, où sa concentration est de 10 mg/l, par la cellule endothéliale

• Sur l'intima, par la cellule endothéliale immédiatement sur jacente à celle-ci

• A l'interface entre la plaquette et les fibres conjonctives, par la plaquette après

l'adhésion primaire.

D'autres récepteurs plaquettaires interviennent aussi pour fixer les plaquettes au

collagène et aux autres substances conjonctives de la paroi. Ce sont les

glycoprotéines la et IV (tableau 3).

Ce premier contact des plaquettes non activées au sous endothélium est appelé

l'adhésion primaire, elle est réversible (fig. 7(2)). Cette fixation des plaquettes est un

préalable indispensable à leur activation. En effet, l'interaction des récepteurs

glycoprotéiques plaquettaires avec leurs ligands respectifs conduit à la transduction

d'un signal intracytoplasmique déclenchant les différentes réactions métaboliques

d'activation cellulaire (De Revel et al., 2004).

3. L'activation et la sécrétion plaquettaire

L'activation des plaquettes est caractérisée par deux phénomènes principaux:

leur changement de forme et leur activation métabolique. Il s'agit de processus actifs

nécessitant de l'énergie (sous forme d'ATP) et la disponibilité intracytoplasmique des

ions calcium (Ca++) indispensables à l'activation du système contractile actine­

myosine. Détaillons ces deux mécanismes:

y Le changement de forme.

Il est du a un influx de calcium permettant la phosphorylation de la myosine et sa

liaison à l'actine, phénomène responsable du changement de forme plaquettaire.

Discoïdes à l'état de repos les plaquettes activées deviennent sphériques, émettent

des pseudopodes.
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Seules les plaquettes en contact avec le substrat s'étalent et couvrent une

surface importante de fibrilles conjonctives. Le facteur Willebrand et la fibronectine

multiplient alors les liens entre la plaquette et la paroi. C'est l'adhésion secondaire

qui est irréversible (fig. 7(3)).

Les plaquettes recrutées par la suite émettent, quant à elles, des pseudopodes

(fig. 7(4)). C'est l'enchevêtrement de leurs pseudopodes qui permet une meilleure

agrégation et la formation du clou plaquettaire (fig. 8).
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Figure 7 : Etapes de l'adhésion et du début de l'activation plaquettaire (JOBIN F., 1995).

Suite au changement de forme survient la phase de sécrétion (release) qui est un

processus d'exocytose. En effet, la réorganisation des microtubules et des

microfilaments intra plaquettaires induit la migration des granules qui se rassemblent

dans la partie centrale du cytoplasme. Les granules fusionnent avec le système

canaliculaire ouvert et libèrent leur contenu qui se déverse ainsi dans le plasma

environnant.

29



Ce phénomène permet la libération de nombreuses substances proagrégantes

(ADP, fibrinogène, sérotonine), procoagulantes (facteur V, VWF, fibrinogène) ou

vasomotrices (sérotonine, NO, TXA2) contribuant à l'amplification du processus

d'hémostase primaire et créant les conditions favorables à la coagulation

plasmatique.

~ L'activation métabolique

La plaquette activée est capable de generer de nombreuses substances

pharmacologiquement actives à partir de ses phospholipides membranaires. C'est ce

que l'on appelle la voie d'activation des prostaglandines. Ainsi l'acide arachidonique

est métabolisé par la phospholipase A2 pour aboutir à la TXA2, ou à d'autres

prostaglandines modulant les activités plaquettaires et vasculaires. La TXA2 est un

puissant agent vasoconstricteur et proagrégant qui va contribuer au recrutement de

nouvelles plaquettes

En plus de cette voie d'activation des prostaglandines il existe la voie d'activation

des phospholipases C. Dans cette voie l'activation des récepteurs membranaires,

cette excitation, est médiée à l'intérieur de la plaquette par des phénomènes de

transduction membranaire activant de nombreuses enzymes telles les

phospholipases C et des kinases. Il en résulte la production de nouveaux produits

appelés seconds messagers: l'inositol triphosphate (IP3), le diacylglycérol (DAG), la

TXA2, le facteur d'activation plaquettaire (PAF) ainsi qu'une forte augmentation de la

concentration calcique intracellulaire (les ions calcium proviennent du système

tubulaire dense ou du milieu extracellulaire).

La sécrétion transmembranaire des produits ainsi obtenus permet une

vasoconstriction renforçant le spasme initial ainsi que le recrutement d'autres

plaquettes circulantes.

Sous l'influence des endoperoxydes et de la TXA2 les plaquettes nouvellement

arrivées sécrètent à leur tour le contenu de leurs granules (fig. 7(4)). La libération de

substances spécifiques telles l'ADP, la sérotonine, le FW ou le facteur de croissance

dérivé des plaquettes (PDGF) va amplifier l'adhésion, l'activation et favoriser

l'agrégation en attirant un surcroît de plaquette. Le système est ainsi autoentretenu.

30



Le phénomène de "flip-flop" membranaire est un autre mécanisme se déroulant

au cours de la phase d'activation plaquettaire. Il permet aux structures internes de la

membrane de se repositionner vers l'extérieur, en contact avec le plasma. Cette

modification permet aux phospholipides chargés négativement, et notamment la

phosphatidylsérine, de s'extérioriser et de devenir disponibles pour la fixation des

facteurs de la coagulation vitamine K dépendants, amplifiant par là considérablement

les processus enzymatiques de la cascade de la coagulation (De Revel et al., 2004).

4. L'agrégation plaquettaire

L'ADP et les traces de thrombine initialement produites par les premières

étapes de la coagulation sont les principaux agonistes de l'agrégation plaquettaire.

Elle est ensuite amplifiée par d'autres substances telles que la TXA2 , l'adrénaline ou

la sérotonine.

Dans un premier temps les plaquettes s'accolent les unes au autres. Il a été

établit qu'à faible dose d'ADP cette agrégation est réversible. La phase irréversible

pourrait être liée à la libération d'ADP endogène, de thrombospondine ou de

fibronectine qui amplifient le mécanisme d'agrégation et consolident les liens entre

plaquettes.

Dans un second temps les plaquettes vont agréger entre elles par

l'intermédiaire de ponts entre une région spécifique du fibrinogène (fig. 4) contenant

une séquence d'acides aminés RGD et la glycoprotéine GPllbllla en présence de

calcium. Cette glycoprotéine est présente sur la membrane plaquettaire mais

également dans celle des granules a. Au moment de la sécrétion, la membrane des

granules a fusionnant avec celle des plaquettes cela permet d'augmenter de façon

significative le nombre de récepteurs exposés en surface.

Grâce à l'agrégation d'un nombre croissant de plaquettes, et en moins d'une

minute, un clou plaquettaire se forme à partir du pourtour de l'orifice. La

vasoconstriction cède après une minute environ et le clou grossit davantage, jusqu'a
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occuper finalement toute la surface de la brèche. Le clou est initialement instable et

éphémère car les plaquettes se désagrégent après quelques heures seulement par

autolyse ou disparaissent par phagocytose. De là toute l'importance de la

coagulation que d'ailleurs l'hémostase primaire a déjà démarrée grâce au

réarrangement des phospholipides membranaires.
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Figure 8 : L'agrégation plaquettaire (JOBIN F" 1995).

5. Régulation de l'hémostase primaire

Pour être bénéfique l'hémostase doit demeurer limitée dans le temps et dans

l'espace. C'est là tout le rôle de la balance agonistes/antagonistes.
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Si la plaquette produit la TXA2 grâce à la thromboxane synthétase, la cellule

endothéliale possède en revanche une autre enzyme : la prostacycline synthétase

qui assure la transformation des endoperoxydes cycliques en prostacycline ou

prostaglandine 12 (PGI2). La PGI2 est un antagoniste de la TXA2 ; c'est un puissant

inhibiteur de l'agrégation plaquettaire, de la sécrétion plaquettaire et un

vasodilatateur (fig. 9). Grâce à la prostacycline le clou plaquettaire est circonscrit à la

région immédiate de la lésion.
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Figure 9: Antagonismes de la PGI2 et de la TXA2 (JOBIN F., 1995).

D'autre part, la cellule endothéliale est capable de capturer les endoperoxydes

cycliques d'origine plaquettaire et de détourner leur métabolisme en faveur de la

prostacycline modifiant ainsi le rapport de force TXA2/PGI2 à l'avantage de cette

dernière. Ce processus est appelé le vol des prostaglandines par la cellule

endothéliale.

Enfin l'hémostase primaire est limitée dans le temps et dans l'espace car la

TXA2 a des effets plaquettaires et vasculaires puissants mais éphémères. Elle est

rapidement transformée en dérivé inactif (la thromboxane B2) . Sa demi-vie n'est que

de trente secondes, ce qui lui confère un rôle d'hormone d'action locale (GAUSSEN

P. et al., 1994).
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C. La coagulation

La coagulation, ou formation du caillot, est la transformation de sang liquide

en une masse gélatineuse, de protéines solubles en protéines insolubles, de

fibrinogène en fibrine. Elle est centrée sur l'intervention d'une dizaine de protéines

plasmatiques et à l'exception des plaquettes qui ont un rôle important dans la

conversion finale du fibrinogène en fibrine les autres cellules sanguines

n'interviennent pas. A tel point que la formation du caillot peut avoir lieu en leur

absence (SAMPOL J. et al., 1995).

La coagulation s'effectue en trois étapes capitales:

~ La formation, suite à une cascade de réactions enzymatiques, d'une association

de facteurs appelée activateur de la prothrombine ou complexe prothrombinase.

Deux voies sont possibles pour y parvenir.

~ La conversion d'une protéine plasmatique inactive: la prothrombine en sa forme

active: la thrombine, enzyme pivot de la coagulation.

~ La catalyse par la thrombine de la transformation des molécules de fibrinogène

en filaments de fibrine qui emprisonnent les cellules sanguines. Le caillot ainsi

formé solidifie et assure la durabilité du bouchon hémostatique.

Elle fait appel à différents facteurs:

~ Les protéines de coagulation

Il s'agit de protéines plasmatiques, de concentrations variables, synthétisées par

le foie, les cellules endothéliales, les macrophages ou les mégacaryocytes. Elles

sont numérotées en chiffres romains de 1 à XIII suivant l'ordre dans lequel elles ont

été découvertes et non pas celui dans lequel elles interviennent (tableau 4). Dans le

plasma ces protéines se trouvent sous la forme de pro enzymes ou zymogène, donc

sous forme inactive, jusqu'à ce qu'elles soient utilisées dans le processus de

coagulation (on note alors un a minuscule après le chiffre romain).
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Il

III

IV

v

VI

VII

VIII

IX

X

XI

XII

XIII

Fibrinogène

Prothrombine

Facteur tissu laire (FT), ou
thromboplastine tissulaire

Ions calcium (Ca 2+)

Proaccélérine, ou facteur A labile

Ce numéro n'est plus usité; cette
substance serait identique au facteur V

Proconvertine

Facteur antihémophilique A, ou
thromboplastinogène

Facteur antihémophilique B. ou
facteur Christmas

Facteur Stuart, ou facteur Stuart­
Prower. ou thrombokinase

Facteur prothromboplastique
plasmatique C

Facteur Hageman

Facteur de stabilisation de la fibrine
(FSF)

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie; la vitamine K est nécessaire à
sa formation

Complexe lipoprotéique libéré par
les tissus endommagés

Ion inorganique présent dans le
plasma; ingéré dans les aliments ou
libéré par les os

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie; libérée aussi par les plaquettes

Protéine plasmatique; synthétisée
par le foie au cours d'un processus
nécessitant de la vitamine K

Globuline synthétisée par le foie; un
déficit cause l'hémophilie A

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie; un déficit cause l'hémophilie B;
la vitamine K est nécessaire à sa
synthèse

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie; la vitamine K est nécessaire à
sa synthèse

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie; un déficit cause l'hémophilie C
(ou maladie de Rosenthal)

Protéine plasmatique; enzyme
protéolytique; synthétisée dans le foie

Protéine plasmatique; synthétisée par
le foie et présente dans les plaquettes

Voie commune; converti en fibrine
insoluble dont les filaments forme­
ront le caillot

Voie commune; convertie en throm­
bine. qui transforme le fibrinogène en
fibrine par des mécanismes
enzymatiques

Active la voie extrinsèque

Nécessaire à presque toutes les
étapes de la coagulation

Voies extrinsèque et intrinsèque

Voies extrinsèque et intrinsèque

Voie intrinsèque

Voie intrinsèque

Voies extrinsèque et intrinsèque

Voie intrinsèque

Voie intrinsèque; active la plasmine;
activé par le contact avec le verre et
déclenche peut-être la coagulation in
vitro

Stabilise les monomères de fibrine
dans les filaments

.~ ~ -.J

Tableau 4 Facteurs de coagulation (MARIEB E., 1999).
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Ces protéines plasmatiques ont été initialement reconnues au cours de

pathologies hémorragiques héréditaires liées à un déficit de synthèse. Elles ont été

ensuite isolées, purifiées et leurs gènes séquencés, ce qui a permis l'étude de leur

régulation et pour certaines leur synthèse par voie recombinante.

On distingue trois groupes différents: les protéines à activité enzymatique, les

protéines dénuées d'activité enzymatique mais servant de cofacteurs et les protéines

ayant un rôle de substrat.

• Précurseurs enzymatiques

Les facteurs vitamine K dépendants Il, VII, IX, X d'une part, et les facteurs

contacts XI, XII, la prékallicréine d'autre part, circulent dans le plasma sous la forme

de précurseurs enzymatiques inactifs. Ils possèdent un site actif protéolytique au

niveau de la région carboxyterminale, qui est masqué tant que la molécule n'est pas

activée. Ce domaine catalytique est caractérisé par une séquence précise d'acides

aminés comportant notamment un résidu sérine dans une conformation spatiale

particulière, d'où leur nom de sérine protéase. L'activation consiste en une hydrolyse

partielle de la molécule démasquant le site sérine protéase. Le facteur activé a ainsi

la capacité d'activer par hydrolyse un autre facteur et il se forme une véritable

cascade enzymatique.

Bien que la vitamine K n'intervienne pas directement dans le processus de

coagulation cette substance liposoluble est nécessaire à l'acquisition des propriétés

fonctionnelles des facteurs Il, VII, IX et X dénommés ainsi facteurs vitamine K

dépendants. Le rôle de la vitamine K consiste en une carboxylation des résidus

d'acide glutamique de la partie N terminale de la chaîne polypeptidique. La

carboxylation est nécessaire à la fixation du calcium, véritable pont entre la chaîne

polypeptidique et la surface phospholipidique plaquettaire ou tissulaire. En l'absence

de vitamine K, le foie libère des facteurs décarboxylés très faiblement actifs.

La fixation des sérines protéases procoagulantes à la surface des phospholipides

confère trois types d'avantages au processus de coagulation: un accroissement des

interactions entre les différents facteurs, une restriction locale de l'activation de la
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coagulation, une protection des enzymes procoagulantes vis-à-vis des inhibiteurs

circulants de la coagulation (De Revel et al., 2004).

Les facteurs contacts (facteurs XI, XII, prékallicréine), dont la synthèse ne

dépend pas de la vitamine K, sont essentiellement définis par leur rôle dans le

développement de la coagulation du plasma in vitro. En effet, leur activation est

déclenchée par le contact avec une surface non mouillable (verre du tube à essai

par exemple) ou chargée négativement (sous endothélium). Il semble que leur rôle

dans l'hémostase soit mineur et bien que leur déficit congénital perturbe grandement

les tests de coagulation, les sujets atteints ne présentent pas de manifestations

hémorragiques. Les facteurs contacts participent également aux processus de la

fibrinolyse et de l'inflammation, tous deux étroitement reliés au système de la

coagulation.

• Fibrinogène

Le fibrinogène représente le troisième type de facteur de la coagulation, jouant un

rôle de substrat sans activité enzymatique ou catalytique propre. Il s'agit du substrat

final de la coagulation, hydrolysé par la thrombine qui le transforme en chaînes

insolubles de fibrine. Le fibrinogène est synthétisé par l'hépatocyte et son taux

plasmatique est de l'ordre de 2 à 4 g/1. Ce taux est accru lors des états infectieux ou

inflammatoires, diminué par une consommation excessive dans certains états

pathologiques (coagulation intra vasculaire disséminée (CIVD] ou fibrinogénolyse

primitive).

• Cofacteurs: facteurs V et VIII

Les facteurs V et VIII sont dépourvus d'activité enzymatique mais accélèrent les

réactions entre une enzyme et son substrat, d'où leur nom de cofacteurs. Ils sont

activés par la thrombine (Va et Villa) qui réalise une hydrolyse partielle des

molécules, démasquant ainsi les sites de liaison du cofacteur à l'enzyme et à son

substrat. Les facteurs Va et Villa ont donc un rôle de potentialisateur des interactions

enzymatiques et interviennent respectivement au sein de deux complexes

enzymatiques de la cascade de la coagulation, le complexe prothrombinase et le

complexe tenase. Ces facteurs ne sont pas vitamine K dépendants et sont
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synthétisés dans l'hépatocyte. Le facteur VIII, ou facteur antihémophilique A, circule

dans le plasma associé au FW qui joue ainsi le rôle de protéine transporteuse. Le

gène codant pour le facteur VIII est situé sur le chromosome X.

~ Les phospholipides activateurs de la coagulation

Ils constituent une surface catalytique permettant le déclenchement de la

coagulation par l'activation des facteurs procoagulants. Il faut en effet comprendre

que la coagulation est un processus de surface dont le déclenchement, la rapidité

d'exécution et la restriction locale sont assurés par ces phospholipides

membranaires exposés lors de conditions pathologiques ou réactionnelles. La

fixation aux phospholipides membranaires de l'enzyme protéolytique, de son substrat

et du cofacteur catalytique accélère grandement leurs interactions.

Les phospholipides impliqués dans le déclenchement et le déroulement de la

coagulation comprennent la phosphatidylsérine plaquettaire, aussi dénommée

facteur 3 plaquettaire (PF3), et le facteur tissulaire ou thromboplastine tissulaire. La

phosphatidylsérine plaquettaire est exprimée à la surface de la membrane

plaquettaire lors de son activation. Le facteur tissulaire, protéine transmembranaire,

est, quant à lui, exprimé de façon inductible par la cellule endothéliale activée, et de

façon constitutive par les cellules sous endothéliales, fibroblastes et cellules

musculaires lisses. Le facteur tissulaire est ainsi exposé aux protéines

procoagulantes lors d'une brèche vasculaire avec mise à nu des structures sous

endothéliales. Il permet d'activer la voie extrinsèque. Le gène codant pour ce facteur

est situé sur le chromosome 1.

~ Le calcium

C'est un cofacteur nécessaire à presque toutes les étapes de la coagulation.
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1. Deux voies vers l'activation de la prothrombine

La coagulation du sang est l'aboutissement d'une cascade de réactions

protéolytiques qui ont lieu sur des surfaces membranaires.

ln vitro, la coagulation peut être initiée de deux façons différentes (fig. 10). La

première, connue sous le nom de voie exogène ou voie extrinsèque de la

coagulation, est l'exposition du sang au contact du facteur tissulaire. La seconde,

connue sous le nom de voie endogène ou voie intrinsèque de la coagulation, est

l'exposition du sang au contact d'une surface chargée négativement.

ln vivo, il semble très vraisemblable que le facteur tissulaire démasqué par la

rupture de la continuité endothéliale soit l'élément primordial responsable de

l'initiation de la coagulation, la voie endogène venant secondairement renforcer la

croissance du caillot de fibrine. En réalité la distinction entre les deux voies in vivo

n'a guère de signification dans la mesure où les intrications sont multiples.

Ces deux voies d'activation ont des points communs: elles mettent en jeu le calcium

et une autre molécule clé appelée facteur plaquettaire 3 (PF3).

~ La voie intrinsèque ou voie endogène (fig. 10)

Dans la voie intrinsèque, la plus lente, tous les facteurs nécessaires à la

coagulation sont présents dans le sang (d'où le terme employé).

ln vitro l'initiation de la coagulation peut également se faire par la fixation sur une

surface électronégative (type tube à essai en verre) du facteur XII et du kininogène

de haut poids moléculaire et par l'intermédiaire de ce dernier du facteur XI et de la

prékallikréine.

ln vivo cette voie comportant sept étapes est mise en route lorsque le facteur XII

est activé. Cette activation se fait au contact du collagène dénudé lors d'une lésion

vasculaire. Si l'on se rappelle que le collagène dénudé est à l'origine de l'agrégation

plaquettaire on réalise que la formation du clou plaquettaire et la mise en œuvre de

la cascade de la coagulation ont lieu simultanément.
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Description des différentes étapes:

• Par un mécanisme non encore élucidé la protéolyse du facteur XII suit sa

fixation sur la surface plaquettaire.

• Le facteur Xlla transforme ensuite, par protéolyse, le facteur XI en Xia et la

prékallikréine en kallikréine. Ici encore il y a auto amplification du processus:

la kallikréine active le facteur XII, ce qui augmente considérablement la

production de facteur Xlla. Par ailleurs d'autres systèmes sont activés du fait

de la production de kallikréine comme les systèmes du complément, des

kinines, la fibrinolyse et l'inflammation.

• Le facteur Xia est une sérine protéase inhabituelle car elle contient deux sites

catalytiques. Elle active le facteur IX en présence d'ions calcium, il en résulte

la libération d'un peptide de 35 acides aminés.

• Le facteur IXa forme ensuite un complexe équimoléculaire avec le facteur

Villa en présence de phospholipides chargés négativement et d'ions calcium.

Ce complexe, appelé complexe tenase, active le facteur X par coupure de

liaisons peptidiques. La surface phospholipidique utilisée in vivo est celle des

plaquettes activées car elles seules ont exposée de la phosphatidylsérine à

leur surface. L'arrangement du complexe est le suivant: l'enzyme (IXa) et le

substrat (X) sont fixés sur les phospholipides anioniques par l'intermédiaire

d'ions calcium. Le facteur Villa est fixé d'une part sur les phospholipides par

une liaison hydrophobe et d'autre part à la fois au facteur IXa et au facteur X.

C'est ainsi qu'il joue son rôle de cofacteur en condensant l'enzyme et le

substrat à la surface d'une membrane et en les rapprochant l'un de l'autre

dans une conformation favorable à une interaction rapide. Pour jouer ce rôle

le facteur VIII doit être activé par une protéolyse mineure qui détache une

région centrale de 170 kDa et produit le facteur actif: deux sous unités unies

de façon non covalente par des ions calcium. Cette réaction est catalysée par

le facteur Xa ou la thrombine, ce qui implique que l'activation du facteur X par

le complexe ténase ne sera efficace que secondairement.
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Figure 10 : Cascade de la coagulation (SHERWOOD L., 2000).

41



>- La voie extrinsèque ou voie exogène (fig. 10)

La voie extrinsèque est plus rapide car elle ne comporte que quatre étapes. Elle est

amorcée par des facteurs tissulaires donc n'appartenant pas au sang.

Description des différentes étapes:

• Lorsqu'un tissu est traumatisé il expose un complexe protéique: la

thromboplastine tissulaire ou facteur tissulaire.

• Le facteur tissulaire inséré dans les phospholipides a une forte affinité pour le

facteur VII. Lors d'une lésion vasculaire les deux protéines forment un

complexe équimoléculaire en présence d'ions calcium. Cette association

facilite la conversion du facteur VII en une sérine protéase (Vila) par simple

protéolyse d'une liaison peptidique du zymogène. Dans cette réaction le

facteur tissulaire intervient comme cofacteur et l'enzyme plasmatique ou

cellulaire responsable de la protéolyse n'est à ce jour pas identifiée.

Le complexe facteur Vlla/ facteur tissulaire est lui même capable d'activer le

facteur VII, par une réaction d'auto activation, ce qui augmente de façon

importante la production de facteur Vila.

• Le complexe facteur Vila/facteur tissulaire a pour substrat le facteur X. Il

l'active directement par scission d'une seule liaison peptidique. Le facteur

tissulaire joue là encore un rôle de cofacteur, il accélère la réaction.

2. Activation de la prothrombine

Les étapes intermédiaires de chaque voie se déroulent en cascade vers un

facteur commun, le facteur X, qu'elles activent (fig. 11). L'activation directe par le

complexe FT-FVII est très rapide. Elle constitue le starter de la cascade

enzymatique, pour aboutir précocement aux premières molécules de thrombine,

alors que la voie indirecte passant par l'activation du facteur IX est beaucoup plus

lente à se mettre en place mais est quantitativement prépondérante.
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Le facteur Xa forme lui aussi un complexe équimoléculaire avec le facteur Va

en présence d'ion calcium et de phospholipides anioniques exposés à la surface des

plaquettes activées (fig. 11). Ce complexe est appelé prothrombinase. Il active la

prothrombine par scission de deux liaisons peptidiques. Il en résulte le détachement

d'un peptide amino terminal de 35 kDa et la naissance de la thrombine, molécule de

36,5 kDa composée de deux chaînes polypeptidiques.

voie intrinsèque voieextrinsèque

Activateur de
la prothrombine

Prothrombine (II) ~. Thrombine

Figure 11 : Déroulement de la coagulation, complexe prothrombinase
(MARIES E., 1999)

3. Voie commune vers la thrombine (ou facteur Fil)

~ La formation de la thrombine

La thrombinoformation est:

- Rapide

- Massive: la concentration plasmatique de la thrombine est 50 à 400 fois plus

grande que celle des facteurs XII, XI ou X.

- Migratrice: la thrombine fraîchement formée ne reste pas localisée sur la

membrane car son fragment qui sert à l'arrimer aux phospholipides via des ponts

calciques a été détaché par la prothrombinase.
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~ Les actions de la thrombine

La thrombine est l'enzyme pivot de l'hémostase car elle accomplit plusieurs

actions sur plusieurs substrats, à différents niveaux. Elle termine la chaîne des

réactions de la coagulation en produisant et stabilisant le caillot de fibrine.

Par rétro action auto catalytique elle active les facteurs VIII et V, ce qui augmente de

façon importante l'efficacité des deux complexes enzymatiques dont font parti ces

cofacteurs et accélère la thrombinoformation (fig. 10). On considère en effet que la

présence du cofacteur activé au sein du complexe enzymatique accroît son

rendement par un facteur 106
. Ce phénomène est nommé la double boucle de

rétroactivation de la génération de thrombine, c'est sur elle que repose toute

l'efficacité et la puissance du système.

1\ existe une autre voie d'activation passant par le facteur XI qui est activé

lentement par la thrombine nouvellement formée. Le facteur Xia active en retour le

facteur IX pour renforcer la génération du complexe tenase. Le facteur XI peut

également être activé par les facteurs contacts après exposition des composants du

sous endothélium, mais l'importance de cette voie d'activation est mineure et les

déficits en facteurs contacts n'entraînent pas de troubles hémorragiques (BROZE,

1991 ).

La thrombine est probablement l'agoniste plaquettaire le plus puissant. Les

plaquettes possèdent plus de 1500 récepteurs de haute ou moyenne affinité pour

celle-ci et leur stimulation active les phospholipases A2 et C (sources de

prostaglandines). Ainsi des traces de thrombine incapables de produire de la fibrine

peuvent tout de même activer les plaquettes accélérant la coagulation donc la

thrombinoformation d'une autre façon (JOBIN F., 1995).

La thrombine est un vasoconstricteur efficace pour une artère blessée et un

vasodilatateur puissant pour une artère saine.

La thrombine agit sur l'endothélium soit par rétroaction positive avec la sécrétion

de facteur Willebrand soit par rétroaction négative avec la sécrétion de prostacycline

et l'activation du système de la protéine C.
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4. Voie commune vers la fibrine

La thrombine catalyse deux réactions qui aboutiront à la formation de la fibrine

stabilisée: la transformation du fibrinogène en monomère de fibrine et l'activation du

facteur stabilisant de la fibrine (XIII)

>- La transformation du fibrinogène en monomère de fibrine

Le fibrinogène est une protéine très abondante dans le plasma. Sa structure est

allongée, fibreuse et trinodulaire. Cette protéine de quelques 330 kOa est constituée

par trois paires de chaînes polypeptidiques qui s'enroulent en trois endroits pour

former trois nodules. Un nodule 0 est situé près de chacune des extrémités de la

molécule tandis qu'un nodule E se situe en son centre (fig. 12).

La thrombine détache quatre petits fibrinopeptides du nodule E et transforme ainsi la

molécule de fibrinogène en monomère de fibrine. Le monomère de fibrine possède

deux nouveaux sites qui sont capables de se combiner (par des liaisons hydrogène

non covalentes) avec d'autres sites présents sur les nodules 0 des monomères

voisins. La polymérisation des monomères solubles forme des fibrilles de fibrine qui

s'allongent, s'épaississent et finalement deviennent insolubles dans l'eau. Les

fibrilles s'entrecroisent et s'unissent en tout sens créant un filet aux mailles serrées

(fig. 12).

Au niveau du bouchon hémostatique le réseau de fibrine se constitue autour

d'agrégats plaquettaires auxquels les monomères sont intimement attachés. Au

pourtour du bouchon hémostatique la fibrine s'attache fermement à la paroi de la

brèche vasculaire par l'entremise du facteur XIII et de la fibronectine.

La polymérisation bout à bout des monomères de fibrine crée beaucoup de

nouveaux récepteurs ayant une grande affinité pour la thrombine. La molécule de

thrombine s'y adsorbe avec avidité, ce qui l'immobilise et met un terme à ses

multiples actions sur le plasma, les plaquettes et l'endothélium. En dépit des

apparences la fibrine et la thrombine qu'elle garde captive deviennent des

partenaires. La thrombine occupe ainsi, en surface de la fibrine, une position
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stratégique pour poursuivre la fibrinoformation, promouvoir des interactions entre les

plaquettes, le facteur V, le facteur VIII et la fibrine et enfin pour activer le facteur XIII

en présence d'ions calcium.
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MONOMÈRE DE FIBRINE e::t+9
f - )--Fibrlnopepti«kn B.,__._. + .. J
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Figure 12 : Les étapes de la fibrinoformation (JOBIN F., 1995).

~ L'activation du facteur stabilisant de la fibrine

Le facteur Xilla est une transglutaminase qui établit des liens peptidiques entre

les monomères de fibrine bout à bout et côte à côte. Cela afin d'obtenir des fibrilles

plus épaisses et plus résistantes au stress mécanique (fig. 13).

Il crée aussi des liens entre la fibrine et la fibronectine ; entre la fibronectine et le

collagène; entre la fibrine et 1'02 antitrypsine. Ces multiples actions contribuent de

façon importante à la solidité et à la durabilité du bouchon hémostatique.
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Figure 13 : Les étapes de la fibrinoformation (JOBIN F., 1995).

Figure 14 : Le caillot fibrinoplaquettaire (MARIEB E., 1999).

La formation du caillot fibrinoplaquettaire s'achève normalement en trois à six

minutes après la rupture du vaisseau sanguin. En trente à soixante minutes la

rétractation du caillot, un processus provoqué par les plaquettes, complète la

stabilisation du caillot. Les plaquettes contiennent en effet des protéines contractiles
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(actine et myosine) qui leur permettent d'exercer une traction sur les filaments de

fibrine et d'expulser le sérum de la masse. Ainsi le caillot se ressert et les extrémités

de la lésion se rapprochent. La cicatrisation a déjà débutée. Le facteur de croissance

dérivé des plaquettes PDGF (Platelet Derived Growth Factor) libéré pendant la

dégranulation stimule la division des cellules musculaires lisses, les fibroblastes et

favorise ainsi la reconstruction de la paroi vasculaire.

5. La régulation de la coagulation

Pour être bénéfique la coagulation doit elle aussi être circonscrite et prendre fin

au moment opportun. Pour cela divers processus sont mis en place:

• La cascade de la coagulation est compartimentée en étapes telles que le

passage de l'une à l'autre n'est possible que lorsqu'une concentration seuil en

enzyme activée est atteinte.

• Le précurseur inactif n'est activé qu'en présence d'un cofacteur.

• La thrombine formée en excès se lie au réseau de fibrine qui constitue ainsi son

principal inhibiteur physiologique. Toutefois elle retrouve son activité si elle est

libérée dans la circulation d'où la nécessité de neutralisation par des

anticoagulants naturels.

• La mise en jeu d'inhibiteurs physiologiques

L'antithrombine est un inhibiteur de sérine protéases appartenant à la famille des

serpines. Elle a été la première molécule décrite et c'est l'un des principaux

inhibiteurs physiologiques de la coagulation. Il s'agit d'une glycoprotéine synthétisée

par le foie mais non dépendante de la vitamine K. Elle neutralise préférentiellement

l'activité de la thrombine (lia) mais aussi celle des autres facteurs de la coagulation à

activité enzymatique (Vila, IXa, Xa), à distance du caillot de fibrine (fig. 15).
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L'antithrombine expose son site actif sur une boucle en surface, il se comporte

comme un substrat idéal pour la protéase cible. Une fois son site actif occupé

l'antithrombine piège la protéase par formation d'un complexe équimoléculaire

stable. Ce complexe inactif est rapidement éliminé de la circulation. La liaison avec

l'héparine ou d'autres glycosaminoglycanes sur un exosite de l'antithrombine modifie

sa conformation et accélère considérablement son pouvoir inhibiteur vis à vis de ses

protéases cibles de l'ordre d'un facteur 1000.

D'autres serpines se comportent comme des inhibiteurs mineurs, c'est le cas de l'a1

antitrypsine qui prend en charge le facteur Xlla, la kallicréine et le facteur Xia.

Le TFPI "Tissue Factor Pathway Inhibitor" que l'on traduit par l'inhibiteur de la

voie du facteur tissulaire s'occupe plus particulièrement de la voie exogène. Il inhibe

l'activité du complexe facteur tissulaire/facteur Vila mais aussi celle du facteur Xa en

formant un complexe quaternaire Xa/TFPI/facteur tissulaireNlla (fig. 15).

La protéine C est une protéine vitamine K dépendante qui circule sous forme

inactive dans le plasma. Elle est activée par la thrombine lorsque cette dernière est

liée à une protéine de la surface endothéliale: la thrombomoduline. L'activation de la

protéine C se traduit par une dégradation protéolytique des facteurs Va et Vila à

l'aide d'un cofacteur appelé protéine S. La protéine S circule dans le plasma sous

une forme libre active et sous une forme inactive liée à une protéine du complément

(la C4 binding protein). Il a été démontré qu'une mutation unique sur le gène du

facteur V le rend insensible à l'inactivation et serait responsable d'environ 20% des

cas de thrombose. Il s'agit de la "résistance à la protéine C activée", pourvoyeur de

thromboses familiales d'identification récente.
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Figure 15 : Les cibles des principaux inhibiteurs de la coagulation

(GAUSSEN P. et al., 2000).
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D. La fibrinolyse

La fibrinolyse peut être définie comme le processus physiologique de

dissociation du caillot de fibrine et de reperméation du vaisseau. Il faut savoir que le

caillot fibrineux formé n'est pas immuable. Dès sa formation il a incorporé les germes

de sa propre dissolution; sa désintégration par la fibrinolyse et par les macrophages

est déjà planifiée. Comme il se forme continuellement de petits caillots dans les

vaisseaux sanguins ce processus revêt une importance cruciale. Sans lui

l'obstruction complète guetterait tous les vaisseaux (SAMPOL J. et al., 1995).

La fibrinolyse est bâtie selon la même conception que le système de la

coagulation comprenant des molécules à activité protéolytique, qui agissent sur un

substrat, contrôlées par un système d'activateurs et d'inhibiteurs permettant une

régulation physiologique très précise.

1. Le plasminogène

Le plasminogène est une protéine monocaténaire, de 92 kDa, synthétisée par

l'hépatocyte. Il circule dans le plasma sous la forme de proenzyme à l'état inactif. La

molécule, dans sa structure tertiaire est formée de cinq boucles (fig. 16). Les boucles

1 et 4 sont indispensables à la liaison du plasminogène à des protéines comportant

des résidus lysine comme la fibrine et à la glycoprotéine riche en histidine. Ces sites

sont appelés LBS (Usine Binding Sites). Par l'intermédiaire de ces LBS environ la

moitié du plasminogène circule sous la forme d'un complexe réversible avec la

glycoprotéine riche en histidine. D'autre part le plasminogène peut également se lier

à un récepteur spécifique cellulaire. Lors de la coagulation, une fraction du

plasminogène circulant se lie à la fibrine il est ainsi incorporé au caillot.

L'activation du plasminogène se traduit par la libération de plasmine. Elle se

fait par rupture peptidique et formation d'une protéine bicaténaire (fig. 16). La

plasmine a pour rôle principal la dégradation de la fibrine en produits spécifiques

mais elle intervient aussi dans la dégradation du fibrinogène, des facteurs V, VIII,

Xllla, FW ainsi que la matrice extracellulaire en activant le système des

métalloprotéases.
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LBS

Figure 16 : Structure du plasminogène et transformation en plasmine

(SAMPOL J. et al., 1995).

2. Les activateurs du plasminogène

Le t-PA ou activateur du plasminogène est une protéine de 70 kOa,

synthétisée et sécrétée par les cellules endothéliales (fig. 17) sous l'action de

différents stimuli (anoxie, exercice physique, stase veineuse ...). Il est libéré sous sa

forme active. Sa forte affinité pour la fibrine est due à l'un de ses domaines en

boucle ainsi qu'à son domaine en doigt. Les structures respectives du plasminogène

et du t-PA (système de boucles) permettent ainsi la formation d'un complexe

ternaire plasminogène/t-PA/fibrine et la formation de plasmine in situ.

Le t-PA active le plasminogène uniquement lorsqu'il est lié à la fibrine car

lorsqu'il est libéré dans la circulation le t-PA est immédiatement éliminé.

L'urokinase ou u-PA (urokinase plasminogen activator) est synthétisée sous

une forme monocaténaire de 53 kOa : la pro-urokinase ou scu-PA (single chain u­

PA) par une grande variété de cellules (cellules épithéliales, monocyte,

macrophage ...). Elle est activée par la plasmine et par la kallicréine (fig. 17).

Bien que munie d'un domaine en boucle et d'un domaine en doigt la scu-PA ne

possède aucune affinité pour la fibrine mais elle permet l'amplification de la réaction

induite par le t-PA au niveau vasculaire. Le mécanisme d'action de l'urokinase

proposé est le suivant: les premières traces de plasmine digèrent le réseau de

fibrine et de nouveaux sites de liaison pour le plasminogène sont exposés. Le
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plasminogène plasmatique qui se lie à ces nouveaux sites subirait une modification

conformationnelle qui le rendrait apte à lier la scu-PA. Celle-ci est ensuite activée en

u-PA par la plasmine, créant ainsi une boucle d'amplification.

Le système kallicréine, facteur Xia, facteur Xlla est une troisième voie d'activation de

la fibrinolyse dont l'importance physiologique n'est pas parfaitement élucidée. Il

semblerait qu'au niveau de la surface plaquettaire le facteur Xlla active la

prékallicréine en kallicréine, ce qui permet la transformation de la scu-PA en u-PA.

La fibrinolyse est une étape nécessaire dans l'hémostase car si le caillot, qui

n'est plus nécessaire à l'arrêt du saignement, n'était pas lentement dissout par la

plasmine les vaisseaux et surtout les plus petits qui sont les plus souvent lésés

resteraient bouchés. La disparition progressive du sang répandu dans un tissu est

facile à suivre sous la peau. L'ecchymose due au sang désoxygéné coagulé

disparaît peu à peu; ce qui révèle l'action de la plasmine et des phagocytes.

XII+ Pro Ufold,,",$4l

PI< ~ Kalli\fêiM -..+

CélluleEoootMliale

~

Filllbogéne _ . ... P.D.F.

Fibrinll .... D. DImères

t-PA : activateur tissulaire du plasminogène
PAI-1 : inhibiteur de l'activateur du plasminogène

PDF : produits de dégradation du fibrinogène
PK : prékallikréine

Figure 17 : Etapes simplifiées de la fibrinolyse (SAM POL J. et al., 1995).
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3. La régulation de la fibrinolyse

Les interactions entre les éléments du sang, le thrombus et l'endothélium

vasculaire doivent conduire à une réaction fibrinolytique localisée. Durant sa

formation le caillot de fibrine incorpore diverses protéines du sang circulant comme

le plasminogène mais aussi des éléments cellulaires qui facilitent la fibrinolyse. Par

exemple les polynucléaires neutrophiles qui, ayant migré à l'intérieur du thrombus,

libèrent diverses enzymes et phagocytent la fibrine digérée. Les monocytes quant à

eux possèdent des récepteurs au plasminogène et à la scu-PA.

Un équilibre parfait entre systèmes activateurs et systèmes inhibiteurs est

nécessaire car une exagération du processus fibrinolytique peut conduire à une

hémorragie gravissime (la plasmine formée en grand excès perd sa spécificité pour

la fibrine et protéolyse le fibrinogène donc plus d'agrégation plaquettaire et les

facteurs de la coagulation). En revanche un déficit du système fibrinolytique peut

être, dans certains cas, à l'origine de phénomènes thromboemboliques.

Un premier système de régulation se situe au niveau même du complexe

ternaire fibrine/t-PAIplasminogène dont le but est le développement d'une fibrinolyse

localisée. Un second mode de régulation doit permettre d'éviter le développement

d'une activité fibrinolytique circulante cette fois ci par inhibition de la plasmine d'une

part et par inhibition des activateurs du plasminogène d'autre part.

~ L'inhibition de la plasmine libre

L'u2 antiplasmine, de synthèse hépatique, appartient à la famille des serpines. Il

s'agit d'une glycoprotéine de 70 kDa qui complexe de façon covalente la plasmine

libre (fig. 17). Le complexe ainsi formé, inactif, est éliminé par le foie. La plasmine

liée au caillot est donc protégée contre cette action.

Il est à savoir qu'une fraction d'u2 antiplasmine est incorporée au thrombus lors de

sa formation pour éviter par la suite une lyse trop précoce de ce dernier.

L'importance physiologique de ce puissant inhibiteur est attestée par le syndrome

hémorragique grave retrouvé chez les sujets ayant un déficit sévère en U2

antiplasmine (SAMPOL J. et al., 1995).
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~ Les inhibiteurs des activateurs du plasminogène

Il s'agit essentiellement du PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor de type 1).

C'est une serpine synthétisée par les cellules endothéliales, les hépatocytes, les

mégacaryocytes, les cellules tumorales... Il est capable d'inhiber le t-PA et l'u-PA

(fig. 17) par la formation de complexes inactifs. Comme il circule en grand excès

dans le plasma, le t-PA libéré par les cellules endothéliales est immédiatement

neutralisé s'il n'est pas lié à la fibrine. Ainsi aucune activité fibrinolytique circulante

n'est retrouvée physiologiquement.

D'autres inhibiteurs ont un rôle moindre: le PAI-2 qui semble plus spécifique de

l'urokinase et interviendrait plutôt dans la régulation de la fibrinolyse extravasculaire,

le PAI-3 décrit comme l'inhibiteur de la protéine C activée est également capable de

neutraliser l'urokinase ; l'inhibiteur de la C1 estérase intervient en tant qu'inhibiteur

de la prékallicréine et du facteur Xlla (POMMEREUIL M., 1995).

~ L'inhibition de la liaison du plasminogène à la fibrine

La lipoprotéine a Lp(a) possède dans sa structure de multiples copies d'une

boucle du plasminogène. En quantité anormalement élevée dans le plasma elle peut

se lier à la surface de la fibrine à la place de ce dernier. Ceci constitue une

interférence au processus de fibrinolyse (JOBIN F., 1995).

Ce système très fin de régulation de l'activité de la plasmine et de sa restriction à la

surface de la fibrine explique le fait que la fibrinolyse physiologique soit un processus

qui reste localisé au niveau du thrombus. Son rôle réside en effet dans la lyse

progressive du caillot après la cicatrisation de la brèche vasculaire, mais aussi dans

la prévention de son extension évitant par là l'occlusion de la lumière vasculaire.

Une hyperfibrinolyse primitive pathologique avec syndrome hémorragique peut

s'observer au décours d'interventions chirurgicales intéressant des organes très

riches en activateurs du plasminogène (t-PA et u-PA). Il existe par ailleurs des

tableaux de fibrinolyse secondaire à des processus pathologiques de CIVD se

développant au cours de certaines hémopathies ou états septiques sévères.
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Après avoir décrit les différentes étapes de l'hémostase et la place des facteurs

qui y ont un rôle nous allons à présent étudier les mécanismes par lesquels les

composants de venins de serpent affectent ce processus physiologique. Pour plus

de compréhension nous décrirons leur action sur:

o l'hémostase primaire

o la coagulation

o la fibrinolyse.
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III. Action des venins sur l'hémostase

primaire

Les venins de serpents sont une mixture d'enzymes nécrosantes,

procoagulantes, anticoagulantes et fibrinolytiques qui ont sur la coagulation une

action complexe, multifactorielle et variable d'une espèce à l'autre. Les protéines

responsables de troubles de l'hémostase peuvent être classées en plusieurs

catégories. On différencie les hémorragines qui induisent des troubles de la

perméabilité capillaire, les désintégrines et protéines apparentées qui perturbent

l'hémostase primaire, les protéases qui interférent avec la coagulation et les

enzymes fibrinolytiques.

A. Les hémorragines

L'endothélium vasculaire, dont nous avons vu le rôle fondamental dans

l'homéostasie de la coagulation, est la cible de zinc-métallo protéases regroupées

sous le terme d'hémorragines. Présentes dans le venin des vipères, des crotales et

du cobra royal elles détruisent les protéines de la membrane basale des capillaires.

Ceci se traduit par la perte de l'intégrité des vaisseaux avec l'apparition d'œdème, de

nécrose et d'hémorragie. Dans un premier temps nous étudierons leurs structures

puis dans un second leurs modes d'action.

1. Structure des hémorragines

Les toxines hémorragiques sont communes dans le venin de beaucoup de

serpents des familles de Crotalidés et Vipéridés. On peut trouver plusieurs formes de

protéinases hémorragiques dans les venins de serpents de la même famille et même

au sein d'un seul venin. Par exemple, dans le venin de Crata/us atrox pas moins de

sept composants hémorragiques ont été isolés, différents en taille et en composition

(Bjarnason et Fox, 1994).
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Les toxines hémorragiques qui ont été détaillées sont des protéinases

métalliques avec un site de liaison à un atome de zinc. Cette liaison est nécessaire à

leur fonctionnement car le déplacement du zinc par des agents de chélation, tel

l'EDTA, les prive de toute activité hémorragique.

D'un point de vue classification, ces métalloprotéases hémorragiques sont

divisées en quatre groupes, en fonction de leur taille (fig. 18) :

les protéinases de la classe P-I sont des petites toxines avec une activité

hémorragique relativement faible. Elles possèdent des masses moléculaires

de l'ordre de 20-30 kDa. Elles contiennent toutes un site de liaison au zinc

dans leur domaine protéinase. Ce site de liaison au zinc correspond à une

séquence d'acides aminés présente chez tous les membres de cette famille et

des trois autres groupes. Il s'agit de la séquence HEBXHXBGBXHZ, où H, est

l'histidine, E, l'acide glutamique, G, la glycine, B, un résidu hydrophobe

encombrant, X, n'importe quel acide aminé, et Z est différent dans chacune

des sous familles mais il est toujours conservé.

Parmi les métalloprotéinases de la classe P-I on peut trouver les atrolysines

C et E( Ht-c et Ht-e) issues du venin de Grata/us atrax, la trimerelysine Il de

Trimeresurus flavoridis, la ruberlysine (HT-2) de Grata/us ruber, l'adamalysine

Il de Grata/us adamanteus.. .Ia liste n'est pas exhaustive (Matsui et al., 2000).

les protéinases de la classe P-II sont des toxines de taille moyenne avec une

masse moléculaire comprise entre 30 et 60 kDa. Il s'agit de précurseurs de

désintégrines car elles contiennent un domaine protéinase, structurellement

semblable à celui de la classe P-I, associé à un domaine désintégrine

(séquence RGD). L'activation en désintégrine pourrait se faire de manière

autonome ou par l'action d'une autre protéase non encore identifiée (Matsui et

al.,2000).
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les protéinases de la classe P-III sont de grandes toxines avec une masse

moléculaire allant de 60 à 100 kDa. Elles comportent un domaine

métalloprotéase, un domaine désintégrine-like avec une séquence SECD à la

place de la séquence RGD et un domaine riche en cystéine de fonction

inconnue. Ces métalloprotéases sont généralement plus hémorragiques que

les deux autres classes ce qui suggère que les domaines désintégrine-like ont

un rôle clé.

On peut y trouver la trimerelysine 1 de Trimeresurus f/avoridis, l'atrolysine A

(Ht-a) de Grata/us atrax et la jararhagine de Bothraps jararaca (Matsui et al.,

2000).

les protéinases de la classe P-IV ont une masse moléculaire supérieure à 100

kDa. Elles possèdent un domaine apparenté aux lectines de type C, relié par

un pont dissulfure, en plus des domaines déjà présents chez les protéases de

la classe 11/.

Les membres de cette classe sont la russellysine, la carinactivase l,

l'activateur de la prothrombine issu d'Echis carinatus ou la mucrotoxine A.

Pour le moment, aucun n'a été séquencé.

Les lectines de type-G de mammifères sont en grande majorité des protéines

multimériques qui comportent dans leur structure un ou plusieurs domaines CRD

(Garbonhydrate Recognition Domain). Elles ont ainsi la propriété de lier les sucres en

présence d'ions calcium. Dans les venins de Crotalidés et de Viperidés un groupe de

protéines a été rattaché à la superfamille des lectines de type C car leur structure

primaire présente une homologie avec le domaine CRD. Elles se subdivisent en

deux groupes: les lectines de type C vraies qui lient le galactose et les protéines

apparentées aux lectines de type C qui ont perdu la capacité de lier les sucres et le

calcium. Le premier groupe rassemble les protéines formant des homodimères de

CRD telles certaines métalloprotéinases, l'activateur du facteur X du venin de la

vipère de Russell. Le second groupe est constitué d'hétérodimères de CRD comme

la bothrojaracine.
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La préproséquence contient un peptide signal de 18 résidus ainsi que la proséquence

(env170 résidus) avec le motif PKMCGV.

Le domaine métalloprotéase (env200 résidus) possède le motifde liaison au zinc HEXXHXXGXXH.

Le domaine désintégrine-like contient le motifXXCD à la place de RGD.

Figure 18 : Structures schématiques de métalloprotéases de venins de serpents

Adapté de Matsui et al., 2000.

Toutes les métalloprotéinases sont synthétisées et stockées dans les glandes à

venin sous forme de zymogènes car un groupement thiol, conservé, bloque le site de

liaison au zinc. Après leur sécrétion, un mécanisme protéolytique convertit le

zymogène en enzyme active en retirant ce groupe thiol. Ce mécanisme d'activation

serait de type commutation d'une cystéine, par analogie avec celui des

métalloprotéinases de mammifères dégradant la matrice (Markland F., 1998).

En 1994, 65 toxines hémorragiques de 24 espèces différentes de serpent étaient

rapportées, quasiment la moitié d'entres elles (31 sur 64) étant des membres de la

classe P-I et pratiquement toutes étant des métalloprotéinases. En 2000, on en

compte pas moins d'une centaine dont une vingtaine ont été séquencées. Les

structures 3D de quatre métalloprotéinases de venin (l'adamalysine Il l'atrolysine C,

la trimérélysine Il et l'acutolysine A) ont même été élucidées par analyse

cristallographique aux rayons X (Matsui et al., 2000).
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2. Mode d'action des hémorragines

Les hémorragines de venins de serpents ont pour rôle de dégrader des protéines

de la membrane basale des capillaires telles la fibronectine, la laminine, le collagène

de type IV... Cette action a été rapidement mise en évidence car l'injection

intradermique d'une fraction de venin de serpent sur le dos d'un animal de

laboratoire se traduit par une nécrose hémorragique facilement observable.

Lors d'études sur des substrats de faibles poids moléculaires, il s'est avéré que

les hémorragines préfèrent agir sur l'extrémité carboxyterminale des protéines, au

niveau d'un acide aminé hydrophobe. Certaines dégradent également le fibrinogène

et la gélatine. Par exemple, la fibrolase issue du venin d' Agkistrodon contartrix ,

l'atroxase de Grota/us atrox et la lébétase de Vipera /ebetina dégradent le

fibrinogène. Nous les étudierons plus en détail dans la partie des enzymes

fibrinolytiques.

Comme nous l'avons vu, la plupart des métalloprotéinases sont issues des venins

de Vipéridés et Crotalidés. Récemment, quelques homologues intéressants ont été

isolés dans le venin d'Elapidés. Nous en citerons deux.

La mocarhagine, une métalloprotéinase isolée du venin de Naja mocambique

cumule plusieurs actions en plus de son activité métalloprotéase. Elle agit sur la

GPlb qui a un rôle clé dans l'agrégation plaquettaire et elle peut rompre la chaîne a

du fibrinogène humain. Elle possède aussi une activité lectine-like (Markland F.,

1998). Une autre métalloprotéase, la kaouthiagine, a été extraite du venin de cobra à

monocle (Naja kaouthia). Elle se lie et rompt spécifiquement le facteur Willebrand

humain rendant celui-ci inefficace. Elle n'agit ni sur le fibrinogène ni sur les substrats

peptidiques synthétiques utilisés pour décrire les actions des trimérélysines (Matsui

et al., 2000).

Des études réalisées en 1997, suggèrent que le domaine désintégrine-Iike des

métalloprotéases de la classe P-III pourrait contribuer au pouvoir biologique global

de ces enzymes. Au cours de ces études, le domaine désintégrine-like et le domaine

riche en cystéines de l'atrolysine A (la plus efficace des hémorragines du venin de
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Crata/us atrox) ont été exprimés dans des cellules d'insecte. Le matériel obtenu a

permis de démontrer que la boucle contenant la séquence Arg-Ser-Glu-Cys-Asp

(R8ECD) est responsable d'une activité antiagrégant plaquettaire et que le résidu

cystéine de cette séquence est impliqué dans une liaison dissulfure nécessaire à son

activité (Jia et al., 1997).

La jararhagine-C, une autre protéine de classe III extraite du venin de Bothrops

jararaca après protéolyse de la jararhagine, a été isolée et séquencée. Elle contient

un domaine désintégrine-Iike et un domaine riche en cystéine. Cette protéine est

capable d'empêcher l'agrégation plaquettaire induite par le collagène et l'ADP car

elle dégrade la GPla/lla. Elle agit aussi sur le facteur Willebrand et le fibrinogène. Du

point de vue inhibition, elle est insensible aux facteurs plasmatiques comme l' 02

macroglobuline. L'ensemble de ces propriétés explique sa capacité à dégrader des

composants hémostatiques et à conduire à un saignement systémique. Cela

renforce les idées précédemment avancées (Matsui et al., 2000).

Pour conclure, les résultats de différentes études suggèrent que les grandes

toxines hémorragiques de la classe P-III et P-IV exercent leur activité hémorragique

par un mécanisme double, impliquant d'une part la protéolyse directe des protéines

de la membrane basale des capillaires et d'autre part inhibant l'agrégation

plaquettaire via des domaines désintégrine-Iike ou réalisant la protéolyse des

intégrines et des protéines adhésives plasmatiques. De plus on a signalé que la

jararhagine stimule la fibrinolyse in vitro en augmentant l'activité du t-PA et qu'elle

diminue l'activité de 1'02 antiplasmine (le principal inhibiteur de la voie fibrinolytique).

Toutes ces actions peuvent donc contribuer à l'hémorragie systémique observée

chez les victimes d'envenimation de Bothraps jararaca (Laing G. and Moura-da-Silva

A., 2005).
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B. Composants interagissant avec les plaquettes

Les venins de serpent contiennent de nombreux composés actifs sur les

plaquettes avec d'une part des agents responsables de l'agrégation et d'autres part

des inhibiteurs de l'agrégation. Nous traiterons ici seulement des composés qui ont

été purifiés et bien caractérisés. Leurs actions sont précisées dans la figure 19, les

tableaux 5 et 6.

1. Les activateurs de l'agrégation plaquettaire

1.1 Enzymes à action directe sur les plaquettes

Les enzymes à action directe sur les plaquettes peuvent être divisées en deux

groupes avec d'une part les enzymes thrombine-like, qui sont des sérines

protéinases de structure et d'actions proches de celles de la thrombine, et d'autre

part les phospholipases A2 . Ces deux groupes interviennent principalement sur les

récepteurs plaquettaires.

Parmi les sérines protéinases thrombine-Iike, on peut citer la cérastocytine

issue du venin de Ceraste ceraste et la cerastobine issue du venin de Ceraste

vipera, donc de deux espèces proches.

La cérastocytine agit en bloquant les récepteurs plaquettaires de la

thrombine (GPlb) ou du fibrinogène (GPllbllla). Son action a été démontrée en

utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre ces récepteurs: lors d'un

prétraitement des plaquettes avec ces agents l'agrégation induite par la

cérastocytine est rendue inefficace (Marrakchi et al., 1997). Les concentrations de

cérastocytine induisant l'agrégation des plaquettes sont de l'ordre de la nanomole.
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Des tests utilisant des concentrations plus élevées de cérastocytine ont révélé

qu'elle a, dans ces conditions, une action sur la prothrombine et le facteur X. Après

une longue incubation, elle est aussi capable d'activer le facteur XIII. Même si cette

molécule est polyvalente elle est de façon globale moins active que la thrombine sur

la coagulation plasmatique (Marrakchi et al., 1995).

Le mécanisme d'action de la cérastobine est différent de celui de la

cérastocytine puisque son action proagrégante exige la présence du fibrinogène et

du complexe FWNIII. Son activité est également inhibée par un anticorps

monoclonal dirigé contre la GPlb, mais pas par un anticorps monoclonal dirigé contre

la GPllbllla.

Même si la cérastocytine et la cérastobine sont deux enzymes thrombine-Iike

d'espèces proches, il s'agit bien de molécules différentes:

~ elles diffèrent par leur point isoélectrique (7,7 pour cérastobine et 9 pour la

cérastocytine)

~ leurs séquences d'acides aminés aux extrémités aminoterminales sont

différentes

~ la cérastocytine est aussi efficace que la thrombine pour induire l'agrégation

plaquettaire, alors que la cérastobine est cent fois moins efficace.

~ au contraire, la cérastobine présente une activité pro-coagulante et formes

des caillots stables, hydrolysant le fibrinogène en plusieurs endroits alors que

la cérastocytine est une enzyme à faible activité procoagulante, dégradant le

fibrinogène beaucoup plus lentement (Marrakchi et al., 1995).

Leurs similitudes et leurs différences, le fait qu'elles permettent une activation

plaquettaire sélective par l'un ou l'autre des mécanismes de la thrombine font de ces

deux enzymes ophidiennes des outils intéressants pour comprendre le mécanisme

d'action global de la thrombine.

Parmi les autres sérines protéinases thrombine-like on peut citer la

crotalocytine qui est capable d'induire simultanément l'agrégation plaquettaire et la

sécrétion d'ADP, de sérotonine plaquettaire ainsi que la thrombocytine qui agrége
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Figure 19 : Action de différentes protéines de venins de serpent sur l'agrégation plaquettaire.
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directement les plaquettes et libère l'ADP plaquettaire. Ces deux enzymes sont

structurellement parlant typiquement des sérines protéinases de type thombine-like.

Cependant aucune d'elles n'agit sur le fibrinogène et leurs mécanismes d'action

diffèrent légèrement. Il semblerait que l'activité agrégante de ces enzymes soit en

grande partie due à l'ADP (un agoniste plaquettaire largué par celles-ci) plutôt qu'à la

thrombine (Schmaier et al., 1980).

Les phospholipases A2 constituent l'autre groupe induisant directement

l'agrégation plaquettaire. Les phospholipases agissent en clivant les phospholipides

des membranes plaquettaires et en produisant des métabolites actifs:

Phospholipides
membranaires

TXA2

PLA2

Tromboxane synthétase

acide arachidonique ]

COX

PGG2 PGH2

Figure 20 : Mécanisme d'action des phospholipases A2

L'administration d'aspirine, un inhibiteur de la cyclooxygénase, bloque l'effet

agrégant des phospholipases A2 prouvant ainsi que la synthèse des métabolites de

l'acide arachidonique tels que la thromboxane A2 ont un rôle primordial dans ce

mécanisme (Mounier et al., 1994)

Il est à remarquer que certaines phospholipases issues de venins de serpents

ont un double effet: elles initient l'agrégation à faible concentration et inhibent celle­

ci à forte concentration ou suite à de plus longues incubations. C'est par exemple le

cas des phospholipases A2des venins de Cobra et de la vipère de Russel.

1.2 Composés non enzymatiques à action directe sur

les plaquettes

La convulxine (CVX) issue du venin de Grata/us durissus terrificus et d'autres

espèces apparentées représente un type d'agent agrégant non enzymatique et non

coagulant. C'est une glycoprotéine complexe, cyclique, comportant quatre copies de

deux sous unités CVXa et CVXI3 reliées par des liaisons dissulfures. Sa structure
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cristallographique (fig. 21) a été déterminée en 2003 grâce a des techniques de

haute résolution impliquant les rayons X (Murakami et al., 2003). C'est la première

structure cristallographique connue d'une protéine issue de Crata/us durissus

terrificus.

La convulxine semble appartenir à la famille des lectines de type C mais à la

différence des autres lectines de type C présentes dans les venins, la convulxine ne

se lie pas au récepteur plaquettaire GPlb. Elle se lie à un des récepteurs du

collagène (la GPVI) et induit la transduction du signal de l'agrégation de façon

similaire à celui-ci. Son mécanisme d'action est calcium dépendant (Murakami et al.,

2003).

Figure 21: Représentation du

tétramère cyclique CVX a4[34.

Les chaînes a et [3 sont

représentées en bleu et en vert,

respectivement. Les liaisons

dissulfures inter et intra chaînes

(Ca, C[3, and SV) sont en rose

(Murakami et al., 2003)

En utilisant de la convulxine marquée à l'iode 125 on a vu qu'elle se lie aux

plaquettes avec une haute affinité et à un petit nombre de récepteurs (environ 1000

sites de liaison par plaquette). Sa haute affinité semble être spécifique aux

plaquettes car elle n'est pas observée avec d'autres cellules telles les érythrocytes et

les polynucléaires neutrophiles.
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On a aussi testé plusieurs agonistes compétitifs et on a conclu que sa liaison

n'est pas inhibée par la présence de thrombine, fibrinogène, collagène, ADP, PAF

acéter ou sérotonine (Francischetti et al., 1997). L'aspirine n'interfère pas non plus

sur son activité indiquant ainsi que la synthèse de la thromboxane A2 stimulée par

convulxine est indépendante de la cyclooxygenase. Enfin on a remarqué que de

petites doses de convulxine ne causent pas de lyse de la membrane plaquettaire

tandis que de plus fortes doses administrées en intraveineuse peuvent être

cytolytiques (Murakami et al., 2003).

En s'appuyant sur ses avantages et en essayant de limiter ses inconvénients il se

pourrait bien que la convulxine trouve sa place dans l'arsenal thérapeutique futur.

Teng et ses collaborateurs étudièrent longuement les venins de Trimeresurus

à la recherche de composés non enzymatiques à action directe sur les plaquettes.

En 1989, ils se penchèrent sur deux molécules: l'agrégoserpentine et la triwaglerine.

L'agrégoserpentine semble activer les plaquettes en diminuant le niveau

d'AMPc ou en activant une phospholipase A2 endogène qui conduit à la formation de

facteurs activateurs des plaquettes mais pas à celle des prostaglandines. Ce

mécanisme d'activation plaquettaire n'a toujours pas été clairement défini, une seule

certitude: le calcium est exigé pour l'activité de cette protéine.

La triwaglerine est l'inducteur de l'agrégation plaquettaire le plus efficace,

isolé parmi sept venins examinés. Elle ne possède aucune activité enzymatique

discernable et semble activer les plaquettes par un mécanisme unique, indépendant

de la formation de la thromboxane A2 et du facteur d'activation plaquettaire ou de la

sécrétion d'ADP. Aucune autre recherche n'a été faite à son sujet.

En 1993, ces mêmes chercheurs isolèrent la trimucytine. Il s'agit d'une

glycoprotéine présentant une répétition de Gly-Pro-X, comme le collagène, dans sa

partie amino-terminale. Elle est capable d'induire la sécrétion d'ATP et la formation

de thromboxane A2 au niveau des plaquettes du lapin. Un anticorps monoclonal

dirigé contre la sous-unité a2 de l'intégrine a2~1 (GPlalla) supprime la capacité de la

trimucytine à déclencher l'agrégation plaquettaire indiquant ainsi que cette intégrine
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joue un rôle central dans la réactivité de la plaquette à la trimucytine. De nombreuses

études ont localisé le domaine 1 de la sous unité 02 comme site réactif à la

trimucytine. Cependant, en utilisant un domaine 1 recombinant, produit par des

Escherichia coli, on a vu que l'agrégation plaquettaire reste inchangée en présence

de trimucytine. Sur la base de ces résultats, on a conclu que la réactivité des

plaquettes à la trimucytine est dépendante de la GPlalla mais que le domaine 1de la

sous-unité 02 n'est pas impliqué (Teng et al., 1993).

Parmi les composés non enzymatiques à action plaquettaire directe on trouve

également des lectines isolées du venin de Lachetis muta. Ces toxines se lient

aux plaquettes et induisent un changement conformationnel du récepteur au

fibrinogène (GPllbllla), par un mécanisme encore inconnu, permettant ainsi

l'agrégation plaquettaire (Markland F, 1998).

1.3 Composés interagissant avec le

Willebrand

Facteur

Rappelons que l'agglutination (adhésion primaire) est un processus passif qui

implique seulement une interaction entre une protéine et son récepteur plaquettaire

alors que l'agrégation est un processus transmembranaire actif qui requiert une

activation métabolique.

ln vitro, il a été montré que de nombreuses protéines de venins de serpents

agissent sur la liaison entre le FW et ses récepteurs membranaires plaquettaires.

Deux familles de protéines, les protéines apparentées aux lectines de type C et les

zinc métalloprotéinases, se sont distinguées dans cette action. Comme les zinc

métalloprotéinases ont déjà été traitées dans la partie sur les hémorragines nous

étudierons plus particulièrement ici les protéines ayant un motif apparenté aux

lectines de type C.
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La botrocétine est une protéine issue du venin des Bothrops. Elle n'a aucune

activité enzymatique et, in vitro, elle agglutine clairement les plaquettes en présence

du FW indépendamment de l'espèce mammifère. Elle ne montre pas d'activités de

liaison des sucres et n'est pas dépendante du calcium donc ce n'est pas une vraie

lectine de type C.

La botrocétine agit en se fixant sur le FW, au niveau du domaine A1, le

modulant afin d'obtenir une liaison à la GPlb plus rapide et plus importante. La

concentration efficace de botrocétine induisant l'agglutination plaquettaire est

approximativement de 2-5 IJg/ml. Plusieurs auteurs ont travaillé sur sa purification

(par exemple Andrews en 1989, Fujimura en 1991) et sa séquence en acides aminés

a été déterminée en 1993 par Usami et ses collaborateurs. Les deux sous unités la

constituant montrent un degré de similitude élevé avec d'autres protéines

ophidiennes.

La bitiscétine, une autre protéine apparentée aux lectines de type C, isolée

en 1996, est structurellement proche de la botrocétine (hétérodimère à deux sous

unités) mais elle diffère de celle-ci par son point isoélectrique (9,1 contre 4,6) et par

son mode d'action.

L'agglutination plaquettaire induite par la bitiscétine est dépendante du FW et

de la GPlb mais pas du calcium ni de la GPllbllla. Les différentes études menées

suggèrent que la bitiscétine interagisse directement au niveau du domaine A1 du

FW, sur un site différent de celui de la botrocétine, et qu'elle exige une conformation

donnée pour son interaction. Sa façon d'interagir avec le FW semble toutefois être

différente de celle du botrocétine. En effet, la botrocétine présente une région

chargée négativement qui complète potentiellement la région sulfatée de la GPlb et

réalise des interactions électrostatiques avec une région positive sur le domaine A1

du FW. La bitiscétine ne posséde pas de région négative comparable et se place

plus probablement sur une région positive pour interagir électrostatiquement avec un

site anionique complémentaire de la GPlb (Matsui et Hamako, 2005).
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Les structures cristallographiques de la botrocétine et de la bitiscétine (fig. 22)

ainsi que le complexe de ces protéines avec le FW ont permis de mieux comprendre

leurs mécanismes d'action et indiquent ce qui suit:

>- un domaine concave central formé par les deux sous unités de la botrocétine

ou de la bitiscétine fournit le site accepteur pour le FW

>- ces protéines se lient directement au domaine A1 du FW à proximité étroite du

site de liaison pour la GPlb

>- ces protéines n'induisent aucun changement conformationel crucial sur le site

de liaison à la GPlb mais pourraient fournir un ajustage de précision

supplémentaire pour la liaison à la GPlb.

Ces résultats suggèrent que les mécanismes d'action des venins ophidiens sont

différents de ceux imaginés et testés in vitro avec d'autres molécules, notamment

des antibiotiques comme la ristocétine.(Matsui et Hamako, 2005).

a

Figure 22 : Structure du domaine
A1 complexé avec la botrocétine
et la bitiscétine. La botrocétine et
la bitiscétine se lient au domaine
A1 du FW dans un site étroit et
perpendiculairement (Matsui et
Hamako, 2005).

Bolrocelin-VWF A1 Biliscetin·VWF A 1

Après avoir décrit les composés agissant directement sur le FW voyons à

présent ceux qui ont pour cible le récepteur du FW (la GPlb). On compte parmi eux

de nombreuses protéines structurellement liées aux lectines de type C dont les

alboaggrégines ainsi que les agonistes de la GPlb.
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Les alboaggrégines issues du venin de Trimeresurus albolabris ont un

mécanisme d'action propre. Bien que le mécanisme précis n'ait pas été encore

totalement élucidé, l'alboaggrégine-B est unique dans son induction de l'agrégation.

Cette protéine se lie spécifiquement à la GPlb plaquettaire, avec une forte affinité et

empêche ainsi toute liaison du FW bovin ou humain, même celle induite par la

ristocétine ou la botrocétine. C'est un processus qui dépend uniquement du

récepteur GPlb, sans qu'il n'y ait l'activation des plaquettes. Sa liaison à la GPlb ne

renforce pas l'agrégation des plaquettes même en présence de fibrinogène exogène,

suggérant donc que cette liaison à la GPlb n'active pas le complexe GPllbllla (Usami

at al., 1996).

En étudiant sa structure il a été prouvé que les séquences aminoterminales

des deux sous unités la composant sont fortement homologues à celles de la

botrocétine. Lors de recherches sur l'alboaggrégine-B, une autre forme

d'alboaggrégine a été découverte. La liaison de cette nouvelle protéine à la GPlb

induit l'activation plaquettaire et stimule la protéine kinase C, les tyrosines kinases

mais elle aussi n'a aucune action sur l'activation de la GPllbllla. (Andrews et al.,

2005).

Les protéines se liant directement à la GPlb plaquettaire sont appelées GPlb­

BP (BP pour Binding Protéine). Il s'agit de protéines modulatrices de la GPlb par

comparaison avec la botrocétine qui est modulatrice du FW. Une de ces protéines,

nommée TSV-GPlb-BP, a été isolée dans le venin de Trimeresurus stejnegeri. A de

faibles doses « 5 I-lg/ml) TSV-GPlb-BP inhibe l'agrégation plaquettaire humaine

induite par la ristocétine. A des doses plus élevées (> 5 I-lg/ml) elle agrége

directement les plaquettes humaines en l'absence de calcium additionnel ou de tout

autre cofacteur. Cette activité d'agrégation est donc dose dépendante. Elle est

inhibée par les anticorps spécifiques de GPlb, mais pas par les anticorps dirigés

contre les GPla, GPlla, GPllb et GPllla plaquettaires (Lee et Zhang, 2003).

Les protéines structurellement liées aux lectines de type C et les agonistes de

la GPlb ont un point commun: elles peuvent être des outils très utiles pour étudier le

mécanisme d'activation plaquettaire suite à la stimulation de la GPlb ainsi que les

relations structure-activité de cette glycoprotéine.
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Molécule Serpent Structure Cible

Enzymes à action directe sur les plaquettes

Cérastocytine Ceraste ceraste sérine protéinase thrombine-Iike
GPlb

GPllbilia

Cerastobine Ceraste vipera sérine protéinase thrombine-like GPlb

Crotalocytine Timber rattlesnake sérine protéinase thrombine-Iike PAR-I

Thrombocytine Bothraps atrax sérine protéinase thrombine-like PAR-I

Composés non enzymatiques à action directe sur les plaquettes

Convulxine Crata/us durissus terrificus glycoprotéine cyclique GPVI

Agrégoserpentine Trimeresurus gramineus glycoprotéine non défini

Triwaglerine Trimeresurus wag/eri glycoprotéine activation

Trimucytine Trimeresurus mucrasquamatus glycoprotéine GPlalla

Composés interagissant avec le Facteur Willebrand

Botrocétine Bothraps genus
protéine apparentée

FW
aux lectines detype C.

Bitiscetine Bitis arietans
protéine apparentée

FWaux lectines detype C.

Alboaggrégine-B Trimeresurus a/ba/abris
protéine apparentée

GPlb
aux lectines detype C.

TSV-GPlb-BP Trimeresurus stejnegeri
protéine apparentée

GPlb
aux lectines de type C.

Tableau 5 : Les activateurs de l'agrégation plaquettaire.
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2. Les inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire

2.1. Les antagonistes de la GPlb

Il s'agit là de protéines qui se fixent sur le récepteur plaquettaire et empêchent

toute liaison du FW. L'antagoniste est dit compétitif lorsqu'il est capable de

déclencher les même action que le FW, non compétitif dans le cas inverse. Parmi les

antagonistes de la GPlb on peut citer les flavocétines, la GPlb de Bothrops jararaca,

celle de Trimeresurus tokarensis.

Dans le venin de Bothrops jararaca on a isolé une protéine appelée GPlb-BP.

La séquence de cette protéine élucidée, on a trouvé que le site de liaison à la GPlb

se situe sur une sous unité 13 au niveau du 123ème acide aminé (Kawasaki et al.,

1995). Cette GPlb-BP est un membre de la famille des lectines de type C et

témoigne d'un degré d'homologie important avec la botrocétine et les

alboaggrégines. Elle se lie spécifiquement à la GPlb et elle n'induit ni l'agrégation

des plaquettes ni l'exocytose du contenu des granules (vérifiée par le dégagement

de sérotonine). Elle empêche complètement l'attache du FW induite par la ristocétine

ou la botrocétine, sans affecter l'agrégation induite par l'ADP ou la thrombine

(Kawasaki et al., 1995). Etrangement, les séquences aminoterminales de ses deux

sous unités révèlent une similitude importante avec les lectines de type C et

spécialement avec deux protéines fonctionnant différemment qui sont la botrocétine

(une modulatrice du FW) et l'alboaggrégine B (une modulatrice de la GPlb).

Deux protéines de haute masse moléculaire, la flavocétine A et la

f1avocétine B, ont été extraites du venin de Trimeresurus f1avoviridis. Ce sont des

protéines spécifiques aux plaquettes. On sait aujourd'hui que la flavocétine A se lie

avec une affinité élevée (Kd = 0,35 - 0,13 nM) à 21 500 ± 1760 récepteurs par

plaquette. À la dose de 1 I-lg/ml, les flavocétines A et B inhibent l'agrégation

plaquettaire humaine dépendante du FW. Cependant, à 10 I-lg/ml elles n'ont plus

aucun effet sur l'agrégation induite par le collagène ou l'ADP. De plus, la flavocétine

A empêche complètement l'agrégation et la sécrétion d'ATP par les plaquettes

stimulées par une faible concentration de thrombine (Taniuchi et al., 1995).
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Toujours dans le venin de Trimeresurus (Trimeresurus tokarensis cette fois)

on a isolé un autre antagoniste plaquettaire, la tokaracétine, via plusieurs

techniques chromatographiques. La tokaracétine appartient à la superfamille des

lectines de type C, elle empêche l'attache du FW bovin et humain (marqué à l'iode

125) en présence de botrocétine. Elle se lie spécifiquement aux plaquettes humaines

avec une affinité élevée (3,9 ± 1,4 nM) à 47440 ± 2780 récepteurs par plaquette.

Cette liaison est réversible, inhibée par l'anticorps monoclonal Gur83-35 qui est

dirigé contre l'extrémité aminoterminale de la GPlb humaine (Kawasaki et al., 1995).

Enfin, une protéine récente, l'agkisacutacine, apparentée aux lectines de

type C a été isolée du venin d'Agkistrodon acutus. Tout d'abord elle a été identifiée

en tant qu'antagoniste de l'agrégation plaquettaire en bloquant l'effet de la ristocétine

et possédant aussi une activité fibrinogénolytique. Après plusieurs purifications par

chromatographie, ses fonctions biologiques ont été davantage caractérisées.

Lorsqu'elle est hautement purifiée, elle maintient son action, dépendante du facteur

Willebrand, sur les plaquettes alors qu'elle perd son activité fibrinogènolytique.

Cependant elle n'inhibe pas l'agrégation induite par l'ADP ou le collagène, et a peu

d'effet sur l'agrégation induite par la thrombine. On a même démontré que

l'agkisacutacine stimule l'activité anticoagulante en se liant au complexe IXlX. Ainsi,

l'agkisacutacine est la première protéine apparentée aux lectines de type C

rapportée qui se lie aux récepteurs membranaires plaquettaires et aux facteurs de

coagulation (Li et al., 2005).

2.2. Les a fibrinogènases

L'a fibrinogènase issue du venin de Calloselasma rhodostoma est une

enzyme dégradant préférentiellement la chaîne Aa du fibrinogène, ce qui empêche

l'agrégation plaquettaire (Ouyang et al., 1986). Cette action est réversible par

l'addition d'EDTA qui inhibe l'activité fibrinogénolytique mais aussi par l'addition de

fibrinogène.

L'a fibrinogènase issue du venin de Naja nicricollis inhibe, quant à elle,

l'agrégation plaquettaire en absence de fibrinogène (Kini et Evans, 1991). Cela

prouve qu'il n'y a pas un mécanisme commun à toutes les a fibrinogénases.
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Plus récemment, deux fibrinogènases glycosylées ont été isolées du venin de

Vipera lebetina. Elles possédent des séquences et des déterminants antigéniques

homologues mais peuvent être clairement différenciées par leur spécificité de

substrat, leurs niveaux de glycosylation, leur masse moléculaire.

Les a fibrinogènases n'ont aucune homologie avec les sérine protéinases

humaines connues. Elles en ont une avec des arginine estérases d'autres venins de

serpents mais elles sont incapables d'hydrolyser les esters de l'arginine, de la lysine

et de la tyrosine. Ces enzymes ont une activité protéolytique forte et dégradent la

chaîne a du fibrinogène le rendant inapte à l'aggrégation plaquettaire et à la

coagulation par la thrombine. Les ~ fibrinogènases sont des arginine estérases

typiques qui hydrolysent des esters et des amides d'arginine, elles attaquent la

chaîne ~ du fibrinogène (Samel et al., 2002).

2.3. Les phospholipases A2

Comme nous l'avons vu précédemment, les phospholipases peuvent être

pro ou antiagrégantes plaquettaires. Quelques phospholipases ont une double action

impliquant un effet agrégant après de courtes incubations ou de faibles

concentrations et un effet antiagrégant après de longues incubations ou lors de

fortes concentrations.

Une théorie est basée sur le fait que lorsque l'activité phospholipase est

inhibée par du bromure de bromphenacyl, l'activité antiagrégante n'est que

partiellement diminuée donc que l'effet antiplaquettaire doit être en partie non

enzymatique. Il s'agirait en fait d'un changement de morphologie comprenant une

rupture du cytosquelette et par conséquent une perte de la sécrétion (Huang et al.,

1997).

Parmi les dernières phospholipases issues de venin de serpent on peut citer

celles de Austre/aps superba, de la vipère de Russell, du cobra royal Ophiophagus

hannah.

76



2.4. Les 5' nucléotidases

Dès 1938, Gulland et Jackson prouvèrent que les venins ophidiens possèdent

une activité nucléotidase très spécifique et très active envers la 5'-AMP et la 5'-IMP.

En 1951, Heppel et Hilmoe trouvèrent l'activité 5'-nucléotidase dans les venins des

Grata/us viridis, adamanteus, atrax, horridus, et d'Agkistradon piscivorus, contortrix

mokasen. La 5'-nucleotidase étant omniprésente dans des venins de serpents, cela

suggère qu'elle ait un rôle central dans les envenimations.

A ses débuts, cette enzyme était définie comme étant plus active contre

l'AMP, mais elle avait d'autres substrats. Elle est maintenant connue pour hydrolyser

une grande variété d'autres riboses et désoxyriboses, y compris les 5'-AMP, 5'-IMP,

5'-UMP, 5'-CMP, 5'-GMP, 5'-dAMP, 5'-dTMP, 5'-dCMP, 5'-dGMP, mononucléotide de

nicotinamide, et également plusieurs substrats hydroxylés, méthylés ou halogénés

(Mizuno et al., 2000). Elle n'agit pas sur les riboses 5'-phosphate, ni sur l'AMP

cyclique. Son activité est inhibée par l'EDTA mais stimulée par les cations divalents

tels le zinc ou le cobalt.

En 1983, Ouyang et Huang ont rapporté que dans le plasma de lapin enrichi

en plaquettes, l'agrégation induite par l'ADP est complètement inhibée par la 5'­

nucleotidase et que cette enzyme empêche également l'agrégation induite par le

collagène. Puis, en 1986, ces même auteurs ont conclu que seule l'ADPase de venin

empêche totalement l'agrégation induite par le collagène ou l'ADP et que la 5'­

nucleotidase empêche l'agrégation induite par l' ADP seulement à hauteur de 31%.

La préférence de la 5'-nucleotidase de serpent pour la 5'-AMP suggère

l'importance centrale de l'adénosine dans l'envenimation. La fonction première de

cette enzyme serait de libérer l'adénosine et d'autres purines, et l'inhibition de

l'agrégation plaquettaire serait une conséquence de cette libération d'adénosine. Les

faibles concentrations d'adénosine trouvées dans les venins sont suffisantes pour

empêcher l'agrégation dans le plasma humain enrichi en plaquettes. Cependant, des

concentrations beaucoup plus élevées d'adénosine sont exigées pour produire le

même effet sur du sang entier, vraisemblablement en raison de sa prise cellulaire

rapide (Aird, 2002).
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Il faut aussi noter que dans l'envenimation, la 5'-nucleotidase du venin n'est

pas strictement responsable de la libération d'adénosine ou d'autres nucléosides. En

effet, les ectoenzymes sont des enzymes incorporées à la membrane des cellules

avec leurs sites actifs situés sur la surface externe de la cellule. Elles peuvent être

libérées de la membrane par une phospholipase C spécifique et produire de

l'adénosine. Tout comme les 5'-nucleotidases de venin elles empêchent l'agrégation

plaquettaire (Kawashima et al., 2000).

2.5. Les antagonistes du récepteur au fibrinogène

Ces molécules, également appelées désintégrines, ont reçu une grande

attention du fait de leur potentiel thérapeutique. 1/ s'agit d'une famille de polypeptides

riches en ponts disulfures qui se lient aux récepteurs de la surface plaquettaire avec

une affinité élevée. Ce sont des inhibiteurs spécifiques des intégrines 131 et 133 incluant

le récepteur du fibrinogène GPllbllla (Ollb 133), le récepteur de la vitonectine (OvI33) et

de la fibronectine (05131). Bien qu'au départ les désintégrines ont été rapportées

comme inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire elles sont à présent étudiées pour

d'autres rôles car se lient aussi à la surface de nombreux types cellulaires ainsi que

sur les cellules malignes.

Près de 50 désintégrines et leurs isoformes ont été purifiées à partir de

différentes espèces de vipères. Leurs noms exotiques (kistrine, bitistatine,

barbourine, echistatine, albolabrine, applagine, batroxostatine, flavoridine, trigramine,

élégantine...) dérivent de celui du serpent chez lequel elles ont été isolées. De plus,

certaines ont été clonées et synthétisées chimiquement (Markland F, 2005). La

première désintégrine séquencée (1989-1990) fut la tigramine et depuis la liste ne

cesse d'augmenter car de nouvelles protéines sont découvertes tous les ans.

Il Y a trois sous groupes de désintégrines basés sur leurs tailles. Les petites

désintégrines comportent 4 ponts disulfures et une simple chaîne polypeptidique de

49 à 51 acides aminés. Les moyennes ont 6 ponts disulfures et une chaîne de 68 à

73 acides aminés alors que les longues possèdent 7 ponts disulfures et une chaîne

de 83 acides aminés (fig. 23).
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Toutes les désintégrines contiennent une séquence Arg-Gly-Asp (RGD) à leur

extrémité carboxyterminale (fig. 23), qui est essentielle à leur capacité de bloquer la

liaison entre les intégrines et leurs ligands. La barbourine issue du venin de Sistrurus

m. barbouri contient, elle, une séquence Lys-Gly-Asp (KGD) qui lui confère une

haute affinité pour la GPllbllla. Le positionnement des ponts disulfures et du motif

RGD ou KGD est constant dans toutes les désintégrines répertoriées jusqu'à

présent. De plus pour toutes les petites désintégrines, et pas les autres, un résidu de

cystéine est placé uniquement du côté de l'extrémité carboxyterminale du motif RGD.

Les régions hors de la boucle RGD sont très conservées et peuvent présenter

des fonctions additionnelles et/ou contribuer à la bonne présentation de la boucle. En

effet, une réduction ou une alkylation de cette zone réduit fortement l'affinité des

désintégrines pour les intégrines (Mion et al., 2002).

\/
ponts diautf...... ".,.

Echistaline

m01I'
RGD

Figure 23 : la structure moléculaire de la plus petite des désintégrines :

l'échistatine (Mion et al., 2002).

Les désintégrines dérivent de protéines multifonctionnelles beaucoup plus

grandes. Le premier exemple de ce type de molécule fut HR1B (416 acides aminés)

qui en plus d'un domaine désintégrine contenait un domaine aminoterminal

présentant des homologies avec une famille de métalloprotéases solubles de venin

ophidiens et une région carboxyterminale riche en cystéine.

79



Les gènes précurseurs de la kistrine, de la trigramine et de l'atrolysine sont

aujourd'hui clonés. Les précurseurs de ces protéines présentent un peptide signal

suivi d'une courte région de fonction inconnue, d'un domaine métalloprotéase et d'un

domaine désintégrine. Dans les trois cas un codon stop termine la séquence décrite

juste après le domaine désintégrine. En effet, le domaine carboxyterminal riche en

cystéine de HR1 B ne se retrouve pas dans la pro-kistrine, la pro-trigramine ou la pro­

atrolysine. Il a donc été proposé que les métalloprotéases de venin et les

désintégrines sont issues d'un clivage protéolytique d'une plus grosse protéine. On

ignore encore si ces trois désintégrines sont synthétisées sous forme soluble ou

libérées par protéolyse depuis un précurseur transmembranaire.

Un cas particulier se produit avec la piscivostatine du venin d'Agkistrodon

piscivorus. C'est une désintégrine hétérodimèrique qui contient les motifs RDG et

KDG. Ses chaînes, de 65 et 67 acides aminés, ont des homologies entres elles et

avec les autres désintégrines ophidiennes. La piscivostatine induit deux activités

contradictoires en bloquant la liaison du fibrinogène à la GPllbllia et, quand cette

liaison existe déjà, en la rendant irréversible (Okuda et al., 2000).

2.6. Autres inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire

Même si les désintégrines constituent la grande majorité des inhibiteurs de

l'agrégation plaquettaire d'autres molécules ont été mises en évidence. Parmi celles­

ci nous pouvons citer la jararhagine, la catrocollastatine, la crovidisine et l'échicétine.

La jararhagine est une métalloprotéinase hémorragique de la classe P-1I1

isolée du venin du Bothrops jararaca brésilien. C'est un membre de la famille des

reprolysines (des zinc-métalloprotéinases contenant un domaine catalytique suivi

d'un domaine désintégrine-like et d'un domaine riche en cystéines).

L'impact de la jararhagine sur l'hémostase a été très étudié en utilisant des

modèles in vitro et in vivo aussi bien que des études cliniques. L'hémorragie induite

par la jararhagine résulte de sa capacité à agir à différents niveaux:
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>- elle dégrade des protéines de matrice endothéliales menant à la

rupture de l'endothélium du vaisseau sanguin (domaine zinc­

métalloprotéinase)

>- elle inhibe l'agrégation plaquettaire induite par le collagène en se liant

au domaine 1 de la sous unité a2 de l'intégrine de surface a2131

(récepteur du collagène) via son domaine désintégrine-like puis coupe

la sous-unité 131 de cette même intégrine, via son domaine protéinase

>- elle agit directement sur le facteur Willebrand

>- elle dégrade le fibrinogène

Son activité est renforcée par son incapacité d'être affecté par des inhibiteurs

plasmatiques tels que l' a2-macroglobuline.

Bien que l'hémorragie et l'œdème soient une réponse directe à l'effet de la

jararhagine, l'inflammation et la nécrose induites par celle-ci dépendent des

macrophages et des cytokines pro-inflammatoires ou de leurs récepteurs.

Toutes les capacités de la jararhagine font d'elle un outil important pour la

recherche sur les mécanismes d'action des toxines semblables, pour la

compréhension des interactions cellulaires et pour des recherches cliniques sur le

traitement des envenimations à partir du venin de Bothraps jararaca.

La catrocollastatine est aussi un antagoniste du collagène, elle est extraite

du venin de Grata/us atrax. C'est une protéine multidomaines comprenant un

domaine aminoterminal, un domaine métalloprotéinase, un domaine apparenté aux

désintegrines et un domaine riche en cystéines à l'extrémité carboxyterminale. Les

protéines de venins de serpents structurellement semblables à la catrocollastatine

incluent la jararhagine, les Ht-a et Ht-e. Elles appartiennent à la famille des

hémorragines de poids moléculaire élevé et toutes ont conservé un domaine

désintegrine-like.

La catrocollastatine supprime totalement l'agrégation induite par le collagène

mais n'a aucun effet sur l'agrégation induite par l'ADP ou un analogue de la

thromboxane. Gela s'explique par le fait qu'elle se fixe directement sur le collagène,

bloquant ainsi l'adhésion plaquettaire et par conséquent les réactions de secrétions,
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la formation du thromboxane. Elle n'affecte pas l'interaction entre le fibrinogène et la

GP Ilblila (Shimokawa et al., 1997).

Grâce à plusieurs techniques chromatographiques (gel liquide, haute pression

avec phase inversée), un autre inhibiteur sélectif de l'agrégation plaquettaire induite

par le collagène, appelé crovidisine, a été détecté à partir du venin de Grota/us

viridis. La crovidisine a une activité inhibitrice sélective sur l'agrégation plaquettaire

humaine induite par le collagène sans affecter celle obtenue par la thrombine, l'acide

arachidonique ou l'ADP.

Des hydrolyses par la trypsine indiquent que sa séquence semble être

identique à celle de la catrocollastatine. Son action est dose dépendante, déclenchée

dès une concentration de 5 IJg/ml. La réaction de sécrétion, la formation de

thromboxane et l'augmentation de la concentration de calcium intracellulaire en

réponse au collagène sont totalement supprimées par la crovidisine alors que

l'interaction entre les plaquettes et le fibrinogène est inchangée. Pour mieux

comprendre son mécanisme d'action, un marquage de fibres de collagène à base de

fluorescéine a été réalisé. L'émission de fluorescence indique que la crovidisine se

lie directement aux fibres de collagène empêchant ainsi toute interaction avec les

plaquettes (Liu et Huang, 1997).

Une nouvelle protéine a spécifiquement empêché l'agrégation des plaquettes

induites par plusieurs agonistes de la GPlb tels le facteur Willebrand bovin, les

alboaggrégines et le facteur Willebrand humain en présence de bothrocétine. Elle est

appelée échicétine car issue du venin d'Echis carinatus. A la différence des

alboaggrégines, l'échicétine se lie au GPlb mais n'induit pas l'agglutination des

plaquettes libres ou fixées et contrairement aux désintégrines, elle ne joue pas sur

l'agrégation induite par l'ADP en présence de fibrinogène. Son attache est

sélectivement inhibée par un anticorps monoclonal dirigé contre un domaine de la

GPlb mais pas par les anticorps monoclonaux dirigés contre d'autres régions de

GPlb. La demi vie de l'échicétine dans le sang est approximativement 170 minutes.

/n vivo, chez la souris, elle prolonge significativement le temps de saignement

suggérant qu'elle doit agir sur la GPlb aussi bien qu'in vitro (Peng et al., 1994).
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L'échicétine possède deux sous unités réunies par un pont disulfure (fig. 24).

Sa séquence est totalement connue: elle comporte une séquence similaire à la

botrocétine et à la protéine liant le complexe IXa/Xa pour sa sous unité 13 et aux

lectines de type C pour sa sous unité a. De plus, il y a environ 50% d'homologie

entre les deux sous unités.

Sa structure cristallographique a été élucidée. Les parties centrales des

chaînes se rapprochent l'une de l'autre pour former une association serrée. Les

parties restantes des chaînes des deux sous unités se plient de façon semblable aux

lectines de type C. Un point particulier est le fait que dans l'échicétine, les sites de

liaison du calcium ne sont pas présents, bien qu'en étant topologiquement équivalent

à d'autres protéines liant le calcium. Les résidus Ser41, Glu43 et Glu47 que l'on

trouve dans les protéines liant le calcium sont conservés mais les résidus

Glu126/120 sont remplacés par la lysine (Jasti et al., 2004).

Figure 24 : structure globale de l'échicétine. La

sous unité a est représentée en vert et la sous

unité 13 en rouge. Les deux chaînes sont

interconnectées par une liaison dissulfure entre

Cys78-Cys75 en jaune (Jasti et al., 2004).
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Molécule Serpent Structure Cible

Les antagonistes de la GPIB

GPlb-BP Bothrops jararaca lectine de type C GPlb

Flavocétine A Trimeresurus flavoviridis ND GPlb

Flavocétine B Trimeresurus flavoviridis ND GPlb

Tokaracétine Trimeresurus tokarensis lectine de type C GPlb

Agkisacutacine Agkistrodon acutus lectine de type C GPlb FIX/X

Autres inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire

Jararhagine Bothrops ja raraca métalloprotéinase P-1I1
protéines endothéliales
GPlallb FW fibrinogène

Catrocollastine Grota/us atrox métalloprotéinase P-1I1 collagène

Crovidisine Grota/us viridis métalloprotéinase P-1I1 collagène

Echicétine Echis carinatus
protéine apparentée

GPlb
aux lectines de type C.

Tableau 6 : Les inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire.
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Conclusion:

Comme nous venons de le voir, l'action des venins ophidiens sur les

plaquettes est multiple tant par ses cibles que par ses mécanismes d'action. De plus,

les protéines ophidiennes ont souvent plusieurs récepteurs et dans un même venin il

peut y avoir présence d'agent pro et anti-agrégant.

Les activateurs de l'agrégation plaquettaire peuvent se diviser en trois grands

groupes avec les enzymes à action directe sur les plaquettes, les composés non

enzymatiques à action directe ainsi que les composés interagissant avec le FW.

Parmi le premier groupe on distingue des enzymes thrombine-like, il s'agit de

sérine protéinases de structure et d'actions proches de celles de la thrombine, et des

phospholipases A2. La cérastocytine et la cérastobine sont deux enzymes thrombine­

Iike qui ont été beaucoup étudiées. Elles servent à présent d'outils pharmacologiques

car elles permettent de décomposer et donc de mieux comprendre le mécanisme

d'action de la thrombine. Les phospholipases A2 sont quant à elles des sources de

TXA2, puissant agent pro-agrégant.

Les composés non enzymatiques se dirigent quant à eux plus particulièrement

vers une glycoprotéine membranaire. La convulxine se lie au récepteur plaquettaire

du collagène et induit la transduction du signal de l'agrégation de façon similaire à

celui-ci. En la purifiant davantage il se pourrait qu'elle devienne un agent

thérapeutique.

Les composés interagissant avec le FW et la GPlb ont trouvé leur place dans

la description du mécanisme d'activation plaquettaire ainsi que dans les relations

structure-activité de cette glycoprotéine. On distingue, dans un premier temps, les

composés agissant directement sur le FW. La botrocétine et la bitiscétine en sont les

meilleurs exemples, elles se lient au domaine A1 du FW. La botrocétine est d'ailleurs

utilisée aujourd'hui pour le diagnostic de la maladie de Von Willebrand et le

syndrome de Bernard Soulier. Dans un second temps, les protéines ayant pour cible

le récepteur du FW : la GPlb comme les alboaggrégines ou le TSV-GPlb-BP.
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Parmi les inhibiteurs de l'agrégation plaquettaire, les désintégrines

(antagonistes de la GPllbllla) occupent la place principale à coté des antagonistes

de la GPlb, des métalloprotéinases P-III, a fibrinogènases, PLA2, 5' nucléotidases.

Près de 50 désintégrines et leurs isoformes ont été purifiées à partir de

différentes espèces de vipères, certaines ont été clonées et synthétisées

chimiquement. Toutes les désintégrines contiennent une séquence Arg-Gly-Asp

(RGD) à leur extrémité carboxyterminale (fig. X), qui est essentielle à leur capacité

de bloquer la liaison entre les intégrines et leurs ligands. Il semble qu'elles dérivent

de protéines multifonctionnelles beaucoup plus grandes. En bloquant certains

récepteurs de l'adhésion cellulaire les désintégrines permettent d'inhiber des

mécanismes biologiques tels que l'agrégation plaquettaire mais aussi l'adhésion

cellulaire, la migration cellulaire. Diverses études ont mis en évidence une activité

potentielle de ces désintégrines dans le traitement des maladies cardiovasculaires,

des maladies liées à la résorption osseuse (ostéoporose) et dans le contrôle du

phénomène métastasique (cancer). Nous y reviendrons plus en détails dans la

dernière partie.

Parmi les antagonistes de la GPlb, on peut citer la GPlb-BP qui bloque ce

récepteur et donc les effets du FW mais qui n'empeche pas l'agrégation induite par

l'ADP ou la thrombine; les flavocétines A et B dont les actions divergent en fonction

de leurs concentrations; l'agkisacutine qui est la première protéine apparentée aux

lectines de type C ayant une action à la fois sur les récepteurs membranaires

plaquettaires et les facteurs de la coagulation et l'echicétine qui se lie à un domaine

spécifique de GPlb et dont la structure est singulière.

Des protéines ophidiennes sont aussi capables d'inhiber l'adhésion et donc

l'agrégation des plaquettes en se liant au collagène et en empêchant toute action de

sa part. C'est le cas pour la catrocollastatine et la crovidisine.

Enfin l'agrégation plaquettaire peut etre inhibée par des protéines

multifonctionnelles. Prenons comme exemple la jararhagine qui bloque puis dégrade

le récepteur au collagène plaquettaire mais également détruit la matrice endothéliale,

agit surie facteur FW et dégrade le fibrinogène. Tous ces effets témoignent de la

gravité lors d'une morsure de Bothrops jararaca.
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c. Action des venins sur la coagulation

Les venins de serpents, en particulier des familles Vipéridés et Elapidés,

contiennent un grand nombre de composants qui interagissent avec les protéines de

la cascade de coagulation et de la voie fibrinolytique. Chaque espèce de serpent ne

comporte pas toutes les activités suivantes dans son venin, mais les activités

énumérées ci-dessous ont été décrites dans le venin d'au moins une espèce de

serpent. Leurs activités sont précisées dans la figure 25.

1. Protéines à activité coagulante

1.1. Les activateurs du facteur V

Le venin de la vipère de Russel (Daboia russe Il ou auparavant Vipera

russellii) contient une sérine protéinase activatrice du facteur V qui peut être séparée

de la protéine activatrice du facteur X également présente dans ce venin. Cette

enzyme, la RW-V, augmente l'activité du facteur V humain de 20 à 26 fois alors

qu'une augmentation de 2 à 4 fois a seulement été obtenue dans des conditions

semblables avec un activateur du facteur V bovin.

RVV-V agit sur le facteur V au niveau d'un seul acide aminé (Arg1545) par

comparaison à l'activation de la thrombine qui a pour cible trois liaisons peptidiques

possibles (Arg709, Arg1018 et Arg1545). Dans les deux cas, pour que l'activité soit

totale la présence du cofacteur Va est exigée (Rosing et al., 1997). Cela s'explique

par sa structure car il y a environ 68 % d'homologie entre RW-V et la batroxobine,

une enzyme thrombine-like issue du venin de Bothrops atrox, et 33% avec la chaîne

~ de la thrombine humaine.

L'activité de la RVV-V n'est pas modulée par l'antithrombine III, ni par la

présence ou l'absence d'héparine (Tokunaga et al., 1988) ; elle reste stable même

lors d'un traitement thermique à 90-95'C pendant 15 minutes, sur une gamme de pH

de 1 à 7 ce qui lui procure un intérêt et un potentiel considérable.
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En vertu de son activation sélective du facteur V, RW-V peut être employée

comme réactif pour l'analyse courante du facteur V dans le plasma. Cette utilisation

de RVV-V reste cependant limitée. Elle peut aussi être employée pour définir

l'importance fonctionnelle des sites de clivage sur le facteur V naturel et sur le

facteur V issu d'une recombinaison (Keller et al., 1995). Plus récemment, la

découverte d'un variant génétique du facteur V a conduit à une renaissance d'intérêt

pour ce facteur, sa participation dans la thrombophilie et sa résistance face à la

protéine C activée (Rosing et al., 2001).

Un autre activateur du facteur V appelé VLFVA pour Vipera lebetina factor V

activator hydrolyse plusieurs substrats synthétiques d'ester d'arginine, tels que l'ester

éthylique de benzoylarginine (BAEE), l'ester méthylique de tosylarginine (DOCILE) et

des substrats amidés tels que Pro-Phe-Arg-MCA. Hormis le facteur V, aucun autre

substrat protéique n'a encore été identifié. VLFVA est une protéine thermostable, une

exposition pendant 20 minutes à lOce ne change pas l'activité d'estérase d'arginine

de l'enzyme (Siigur et al., 1998).

Une autre sérine protéase ayant pour cible le facteur V inactivé a été extraite

du venin de Bothrops atrox. Cette enzyme, appelée la thrombocytine, est

principalement un inducteur de l'agrégation plaquettaire. Dans une moindre mesure,

elle active également le facteur V, les facteurs VIII et XIII et possède une très faible

action sur le fibrinogène (Niewiarowski et aL, 2000).
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Figure 25 : Action de différentes protéines de venins de serpent sur la coagulation.
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1.2. Les activateurs du facteur X

Le venin de la vipère de Russel contient également un activateur du facteur X

humain, RW-X, qui est bien caractérisé. RVV-X est une glycoprotéine comprenant

trois chaînes reliées par des ponts disulfures (Takeya et al., 1992). La chaîne lourde

de RVV-X se compose de domaines métalloprotéinase, apparentés aux

désintegrines et de domaines riches en cystéines tandis que les chaînes légères

ressemblent aux lectines de type C.

RVV-X identifie la conformation du site de liaison du calcium du domaine Gia

du facteur X (acides aminés de 1 à 44) par l'intermédiaire d'une de ses sous unités

puis la conversion du facteur X en facteur Xa est catalysée par la sous unité lourde. Il

peut également activer le facteur IX et la protéine C par des mécanismes

catalytiques semblables, mais sa capacité à activer le facteur IX et la protéine C est

très faible (Morita T., 2005).

L'activation du facteur X par le RW-X exige la présence de calcium à des

concentrations millimolaires. Des études de fluorescence intrinsèque ont révélé que

ce cofacteur participe à un changement conformationnel de l'enzyme (Morita T.,

2005).

Vipera russellii n'est pas la seule vipère à posséder des activateurs du facteur

X. On en a également trouvé dans les venins de Vipera lebetina (VLXA) et de Vipera

berus (VBXA). VLXA et VBXA sont inactifs sur des substrats protéiques

synthétiques, la caséine, la prothrombine et le fibrinogène. Ils semblent agir

spécifiquement sur le facteur X. VLXA existe sous de multiples formes moléculaires

distinctes par leurs points isoélectriques. Aucune différence fonctionnelle n'a été

mise en évidence entre ces formes. La différence dans leurs points isoélectriques

peut être provoquée par des dissimilitudes dans leurs teneurs respectives en

hydrates de carbone. VLXA est semblable à l'activateur du facteur X du venin de

Vipera russelli en ce qui concerne sa taille, la structure de ses sous-unités et sa

spécificité de substrat. VBXA en diffère au niveau de la taille et a une activité

spécifique inférieure (Siigur et al., 2001).

90



Des activateurs du facteur X ont également été isolés des venins d' Elapidés,

du cobra royal (Ophiophagus hannah) et de Bungarus fascia tus. Mais dans ces cas

l'activateur du facteur X est une sérine protéinase, alors que RW-X, comme nous

venons de le voir, est une métalloprotéase. Prenons l'exemple de OHV-X. OHV-X est

un activateur du facteur X issu du venin de cobra royal. Il n'a aucune capacité à

activer les substrats naturels tels le fibrinogène, la prothrombine, la protéine C et le

plasminogène humains. Par analyses électrophorétiques, on a vu que tel les

activateurs physiologiques du facteur X, OHV-X rompt la liaison peptidique entre les

acides aminés 51 et 52 sur la chaîne lourde du facteur X et produit ainsi le facteur

Xa. Aucun autre site de clivage n'a été observé (Lee et al., 1995).

1.3. Les activateurs du facteur IX

Toujours dans le venin de la vipère de Russel, une protéine est capable

d'activer le facteur IX sans qu'il y ait changement de son poids moléculaire. Ceci

diffère de l'activation du facteur IX par le facteur Xia dans la cascade de la

coagulation qui implique le départ d'un peptide et une réduction du poids moléculaire

du facteur IXa (Markland F., 1998).

1.4. Les activateurs de la prothrombine (facteur Il)

Lorsque la prothrombine est activée par le facteur Xa, en présence du facteur

Va, de phospholipides et de calcium, deux liaisons peptidiques sont rompues. Cette

protéolyse se déroule en deux temps avec tout d'abord une action sur la liaison

Arg273-Thr274 puis sur celle Arg322-lle323.

Les activateurs ophidiens de la prothrombine montrent certaines similitudes et

différences avec les activateurs trouvés in vivo. En se basant sur leurs

caractéristiques fonctionnelles ainsi que sur leurs propriétés et les cofacteurs requis

lors de l'activation de la prothrombine ils ont été classés en quatre groupes. (Rosing

et Tans, 1992, Kini et al., 2001).
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Cofacteurs Type de
Classe Produit Exemples

requis protéinase

, :
Groupe Métalloprotéina

Meizothrombine Ecarineaucun
A se

Groupe
Ca2+

Métalloprotéina
Meizothrombine

Carinactivase,

B se multactivase

Groupe C 2+ Sérine Oscutarine,a -
Thrombine

C phospholipides protéinase pseutarine C

!

C 2+
Notécarin,

a -
Groupe Sérine trocarine D,

phospholipides - Thrombine
D protéinase hopsarine D,

FVa
noténarine D

Tableau 7 : Classification des activateurs de la prothrombine de venins de serpent

(Kini, 2005).

1.4.1. Groupe A des activateurs de la prothrombine.

Il s'agit de métalloprotéinases qui activent efficacement la prothrombine sans

la nécessité d'un quelconque cofacteur (tableau 7). Elles convertissent directement

la prothrombine en meizothrombine (par la rupture de la liaison peptidique Arg322­

lIe323), laquelle est ensuite convertie en thrombine par autocatalyse. La

meizothrombine est un intermédiaire qui a le même poids moléculaire que la

prothrombine mais qui possède une activité enzymatique vis à vis des substrats de

faibles poids moléculaire. Ces activateurs sont trouvés dans plusieurs venins de

vipère et jouent vraisemblablement un rôle de toxines puisqu'ils sont résistants aux

inhibiteurs naturels de la coagulation, les serpines, telle que l'antithrombine (Yamada

et al., 1996).
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L'activateur le plus connu du groupe A est l'écarine. Son ADN a été récemment

cloné et la séquence complète de ses acides aminés a été déduite. La protéine

mature est une métalloprotéinase qui montre une homologie de 64% avec la chaîne

lourde de RVV-X. L'écarine se compose de trois domaines: un domaine

métalloprotéinase, un domaine désintégrine-like et un domaine riche en cystéine (fig.

26). En plus de la prothrombine, l'écarine peut activer la décarboxyprothrombine qui

s'accumule dans le plasma durant une thérapie par la warfarine (Kini, 2005).

Du point de vue de sa formation, la "pro-écarine" semble contenir une

séquence dite pour la conversion de cystéine. C'est un mécanisme commun avec

d'autres métalloprotéinases ophidiennes et mammifères qui semble nécessaire à la

synthèse de l'enzyme active.

D'autres activateurs de la prothrombine de cette classe, par exemple ceux

isolés de l'espèce Bothrops, ont des propriétés semblables. Leurs détails structuraux

ne sont toujours pas disponibles.

1.4.2. Groupe B des activateurs de la prothrombine

Les activateurs de la prothrombine du groupe B agissent sur les deux liaisons

de la prothrombine. Yamada et ses collaborateurs, en 1996, isolèrent et

caractérisèrent la carinactivase-1, un autre activateur de la prothrombine du venin

d'Echis carinatus. Contrairement à l'écarine et aux autres membres du groupe A,

cette protéinase est dépendante du calcium pour son activité (tableau 7).

La carinactivase-1 possède en plus de l'écarine une sous unité apparentée

aux lectines de type C reliée au domaine métalloprotéinase par une liaison non

covalente (fig. 26). Cette sous-unité apparentée aux lectines de type C est

homologue à celle de la protéine liant le complexe IX/X du venin de Trimeresurus

f1avoviridis (Morita, 2005). La carinactivase-1 identifie la conformation du site de

liaison du calcium sur le domaine Gia de la prothrombine par l'intermédiaire de sa

sous-unité apparentée aux lectines de type C, puis la conversion de la prothrombine

en thrombine est catalysée par son domaine métalloprotéinase. A la différence de

l'écarine, elle n'active pas les dérivés de la prothrombine.
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Peu de temps après la carinactivase-1, Yamada et Morita, en 1997, ont rapporté

la présence d'un autre activateur de la prothrombine, la multactivase, dans le venin

d'Echis multisquamatus qui possède des propriétés très semblables.

1.4.3. Groupe C des activateurs de la prothrombine

" s'agit là de sérine protéinases exclusivement trouvées dans les venins de

quelques Elapidés australiens. Elles exigent des ions calcium et des phospholipides

chargés négativement, mais pas le FVa, pour que leur activité soit maximale (tableau

7). Elles ont été purifiées et caractérisées à partir des venins de Oxyuranus

scutellatus (Speijer et al., 1986) et de Pseudonaja textilis (Rao et Kini, 2002). Ce sont

des activateurs de la prothrombine de poids moléculaire élevé (>250 kDa) avec de

multiples sous unités.

En 2002, Rao et Kini isolèrent la pseutarine C du venin de Pseudonaja

texti/is. Cette enzyme possède une activité procoagulante puissante sur le plasma

humain et bovin. Elle convertit la prothrombine en thrombine mature en l'hydrolysant

au niveau des liaisons Arg273-Thr274 et Arg322-lle323, ce qui correspond à la

même spécificité d'action que le FXa.

La pseutarine C est un complexe protéique multimérique (fig. 26). Des

analyses chromatographiques avaient jusqu'à présent permis de séparer des sous

unités enzymatiques et non enzymatiques. Seule la sous unité catalytique, la plus

petite, étant active dans ces conditions. En 2003, Kini et ses collaborateurs ont

découvert sa séquence ADN ce qui ouvre de nouvelles perspectives.

La séquence aminoterminale de la sous unité catalytique indique une

similitude avec le FXa de mammifères et celle de la sous unité non catalytique

montre, quant à elle, une similitude de 50% avec le FV de mammifères. La sous

unité non enzymatique se trouve sous sa forme active lors de sa complexation avec

le FXa-like du venin (Rao et Kini, 2002).
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Dans la coagulation humaine, en plus de son action sur la prothrombine, le

FXa agit également sur le FV, grâce à son Arg situé à la position 348. Cet

emplacement est conservé sur la pseutarine C ce qui lui confère la même propriété.

Toujours dans la coagulation humaine, le FVa est inactivé après avoir effectué son

rôle procoagulant par protéolyse via la protéine C activée. Cette enzyme agit au

niveau des Arg306, Arg506 et Arg679. Sur la pseutarine C deux des trois sites, Arg

679 et l'Arg306, ne sont pas conservés (Rao et al., 2003) elle est donc peu sensible

à cet inhibiteur. Comme la sous-unité non enzymatique de la pseutarine C forme un

complexe avec le FXa-like du venin pour être active, elle est moins accessible et

protégée d'une autre façon contre l'inactivation. La résistance de la pseutarine C face

à la protéine C lui donne alors un avantage supplémentaire dans son rôle toxique.

Le genre Oxyuranus inclut trois des plus grands et des plus craints des

Elapidés australiens: Oxyuranus scutellatus scutellatus, Oxyuranus microleptidotus

et Oxyuranus scutellatus canni. Le venin d' Oxyuranus scutellatus contient un

activateur de la prothrombine du groupe C, l'oscutarine, ainsi qu'un activateur du

facteur VII (Nakagaki et al., 1992).

L'oscutarine est un activateur multimérique composé de quatre sous unités

dont une sous unité montrant une activité semblable au facteur V, une sous-unité

semblable au facteur X et soit l'une soit les deux contiennent le site actif. Les études

prouvent que l'oscutarine coagule le plasma citraté, les plasmas déficients en

facteurs V et X et le plasma contenant de la warfarine, et qu'elle converti la

prothrombine humaine purifiée en thrombine (Welton et Burnell, 2005).

1.4.4. Groupe D des activateurs de la prothrombine

Ce sont également des sérine protéinases trouvées, jusqu'ici, exclusivement

dans les venins d'Elapidés australiens par exemple dans les venins de Notechis

scutatus, Tropidechis ca rinatus, Hoplocephalus stephensi, Notechis ater Niger,

Pseudechis porphyriacus. Leurs activités sont fortement stimulées par l'addition

d'ions calcium, de FVa et des phospholipides chargés négativement. Plusieurs

activateurs de la prothrombine de ce groupe ont été purifiés et caractérisés.
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Figure 26 : Représentation schématique des structures des différents activateurs de

la prothrombine des venins ophidiens (Kini, 2005).
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La trocarine D est l'activateur le mieux étudié de ce groupe. Elle représente

5% de la part protéique totale du venin. Sa capacité à activer la prothrombine est

augmentée d'environ quatre fois par l'addition des trois cofacteurs. Elle hydrolyse les

mêmes liaisons peptidiques (Arg274-Thr275 et Arg323-lIe324) sur la prothrombine

que le FXa. Elle est ainsi fonctionnellement semblable au FXa de mammifères.

Sa séquence complète et sa structure sont totalement connues. Elle possède

deux chaînes (fig. 26) ; une chaîne légère qui contient un domaine Gia suivi de deux

domaines EGF-like et une chaîne lourde qui contient un domaine sérine protéinase.

Ces deux chaînes sont reliées par un simple pont disulfure. A la différence du FXa

de mammifère, il s'agit là d'une glycoprotéines car la chaîne légère est O-glycosylées

sur la Ser52, tandis que la chaîne lourde est N-glycosylées sur l' Asn45 (Rao et al.,

2003). Parmi les protéines étroitement liées, seul le FVII est O-glycosylé sur la

Ser52.

La trocarine agit en tant que toxine semblable, si non identique, au FX et joue

un rôle critique dans l'hémostase. Chez la souris, à la concentration de 1 mg/kg de

poids corporel, elle induit la cyanose et la mort.

Parmi les autres activateurs de la prothrombine du groupe D, ayant les même

propriétés on peut citer l'hopsarine D, la notécarine, la noténarine D. Par le biais de

leurs domaines EGF-like, ces protéines ont peut être aussi un rôle inflammatoire et

mitogène (Joseph et al., 2003).

1.5. Les enzymes agissant sur le fibrinogène (enzymes

thrombine-like)

Bien que la thrombine ait beaucoup d'activités, la capacité d'un groupe

d'enzymes de venins de serpents à agir sur le fibrinogène a eu pour conséquence

leur appellation d'enzymes thrombine-like. Ces enzymes sont largement distribuées,

principalement dans le venin des serpents de Bitis gabonica , Cerastes vipera,

Agkistrodon contortrix, Crota/us adamanteus, Bothrops atrox.. .Plusieurs groupes

existent, ils sont classés en fonction des taux de libération des fibrinopeptides A et B.
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Un groupe libère préférentiellement le fibrinopeptide A, il s'agit du groupe venombin

A. Un autre groupe libère à la fois les fibrinopeptides A et le B; c'est le groupe

venombin AB. Enfin le troisième groupe libère préférentiellement le fibrinopeptide B,

il s'agit du groupe venombin B. Les enzymes thrombine-Iike, en particulier celles du

groupe venombin A, ont été purifiées à partir de près de 40 espèces différentes de

serpents. Etudions plus en détails ces trois groupes.

1.5.1. Venombin A

Le groupe des enzymes libérant le fibrinopeptide A est représenté par trois

protéines bien caractérisées: l'ancrode issue du venin de Gal/ose/asma rhodostoma

(aussi appelé Agkistrodon rhodostoma), la batroxobine issue du venin de Bothrops

atrox et la crotalase issue du venin de Grota/us adamentus (tableau 8).

Un point commun à ces trois enzymes est le fait qu'elles agissent sur la

chaîne Aa du fibrinogène au niveau de la liaison peptidique Arg16-Gly17 libérant

ainsi le fibrinopeptide A et permettant la conversion du fibrinogène en caillot de

fibrine. Elles diffèrent toutes de la thrombine de plusieurs manières, notamment par

le fait qu'elles n'agissent que sur la libération du fibrinopeptide A, qu'elles n'activent

pas les facteurs de coagulation et qu'elles n'agrégent pas les plaquettes (Soutar et

Ginsberg, 1993).

Toutes les trois sont des sérine protéinases. La teneur en hydrates de

carbone change considérablement entre les enzymes, ce qui explique les différences

dans leurs masses moléculaires. Elles possédent aussi une activité estérase envers

de petits substrats tels que l'ester éthylique de benzoyle-L-arginine. Leurs activités

d'agent coagulant et d'estérase sont été bloquées par des inhibiteurs des sérine

protéinases tels que le diisopropylfluorophosphate. L'ancrode et la batroxobine sont

également inactivées par l'a2-macroglobuline. En raison des similitudes de structure,

on suppose que la crotalase l'est aussi.

Comme indiqué précédemment, les enzymes du groupe venombin A sont

toutes des sérine protéinases qui permettent in vivo la formation d'un caillot de

fibrine. Il s'avérerait que le mécanisme par lequel les enzymes produisent un stade
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bénin de défibrinogénation implique la formation d'un caillot anormal, qui est soluble

dans l'urée à 5 moles/litre ou dans l'acide monochloroacétique à 1%. Cela contraste

avec les caillots de thrombine qui sont solidifiés par le facteur XIII et sont insolubles

dans ces solvants.

Dans les minutes qui suivent l'administration de ces enzymes ophidiennes, il y

a une diminution de la concentration du fibrinogène plasmatique et dans l'heure

suivante le niveau du fibrinogène devient très bas et demeure ainsi. Le fibrinogène

peut être maintenu à de basses concentrations par des administrations répétées sur

la journée ou deux fois par jour. Chez quelques patients, le fibrinogène a même pu

être maintenu à de faibles concentrations pendant sept semaines. Après l'arrêt de

l'administration de ces enzymes il y a un lent rétablissement des concentrations de

fibrinogène (Bell, 1990).

Si les enzymes de défibrinogènation de venin sont employées sur une période

prolongée ou s'il y a nécessité d'une utilisation répétée, on constate une perte

d'activité enzymatique due au développement d'une résistance immunologique par le

patient. De façon surprenante, comme le montre des études avec des anticorps

spécifiques, il n'y a aucune réaction immunologique croisée entre l'ancrode et la

batroxobine (Markland F., 1998).

L'ancrode et la batroxobine devraient pouvoir remplacer des thérapies

anticoagulantes utilisées jusqu'à présent. Elles ont ainsi été testées en tant qu'agents

de défibrinogènation dans la thrombose veineuse profonde, l'infarctus du myocarde,

l'embolie pulmonaire, l'occlusion veineuse rétinienne centrale, l'ischémique aiguë,

l'angine de poitrine, la glomérulonéphrite, le priapisme, le rejet de greffon rénal. ..

Elles ont également été employées en combinaison avec les agents thrombolytiques

sur des modèles de thrombose artérielle canins. De ces études on en a conclu que la

batroxobine empêche la réocclusion des artères coronaires tandis que l'ancrode

augmente l'effet des agents thrombolytiques au niveau carotidien (probablement en

épuisant les ressources de fibrinogènes et en empêchant la propagation des thrombi

existants).
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L'ancrode est aussi capable de diminuer la viscosité de sang suite au déficit

en fibrinogène et d'améliorer les caractéristiques de la circulation sanguine. Cette

propriété peut malheureusement être le danger de la thérapie. Cependant, les

risques de saignement et les complications peuvent être contrôlés par la

connaissance des contre-indications, des dosages de contrôle soigneux et la

surveillance quotidiennement de la concentration de fibrinogène. Nous y reviendrons

plus en détail dans la dernière partie de ce document.

Une autre enzyme thrombine-like, appelée élégaxobine, a été extraite du

venin de Trimeresurus elegans. Elle coagule seulement le fibrinogène de lapin, elle

n'a aucune action sur les fibrinogènes humain et bovin (Oyama et Takahashi, 2000).

L'enzyme thrombine-like de Lachesis muta (LM-TL) est une sérine protéase

qui rompt préférentiellement des liaisons Arg-Gly des chaînes a du fibrinogène. Cette

enzyme de coagulation libère le fibrinopeptide A pour effectuer la conversion du

fibrinogène en fibrine, se comportant ainsi comme un analogue de la thrombine, mais

elle hydrolyse également des substrats synthétiques avec une spécificité semblable

à la trypsine. Comme prévu, la séquence d'acides aminés de cette protéase est

identique à 38% à la thrombine et à 52% à la trypsine. La LM-TL montre également

un degré élevé d'homologie (60-66%) avec d'autres protéases de veninsophidiens

telles que la batroxobine et l'ancrode.

Comme les études utilisant la séquence primaire de cette enzyme ne peuvent

détecter tous les résidus essentiels à son activité, une structure tridimensionnelle

pourrait servir de guide à l'identification de ces résidus. Etant donné l'absence

courante de structure cristalliques des enzymes thrombine-like ophidiennes, une

approche combinée de modèles moléculaires et d'analyses sur la coagulation a été

mise en place pour étudier les conformations possibles de la LM-TL (Castro et al.,

2001). Le but étant là encore de faire des progrès pharmacologiques et

thérapeutiques.

En 1996, Hahn et ses collaborateurs isolèrent et copièrent le gène d'une autre

enzyme thrombine-like, la calobine. Au cours de sa purification, un deuxième type

de protéase a été trouvé, appelé calobine II. Elle agit sur le fibrinogène pour former
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de la fibrine avec une activité spécifique. Sa séquence aminoterminale primaire est

connue, elle est conforme à celle de la calobine et montre une homologie élevée

avec l'ancrode, la batroxobine et la gyroxine (Cho et al., 2001).

1.5.2. Venombin AB

Le groupe venombin AB comprend des enzymes libérant les fibrinopeptides A

et B. Parmi celles-ci on trouve la gabonase (tableau 8) issue du venin de la vipère

du Gabon ou Bitis gabonica. Son action procoagulante est principalement

déclenchée par la rupture de la liaison peptidique entre Arg16-Gly17 proche de

l'extrémité aminoterminale de la chaîne Aa du fibrinogène, libérant le fibrinopeptide

A. Le fibrinopeptidide B est libéré plus lentement par la rupture de la liaison Arg15­

Gly16 proche de l'extrémité aminoterminale de la chaîne B~. Aucun autre site n'a pu

être détecté. La gabonase, comme la thrombine, active le facteur XIII en présence

des composants de la coagulation. L'activité de l'enzyme est stabilisée par les ions

calcium, inactivée par le chlorométhane tosyl-L-Iysylique mais pas par l'hirudine ou

l'héparine (Markland F., 1998).

Une autre enzyme thrombine-like, la bilinéobine, catalyse l'hydrolyse des esters

d'arginine et des substrats de la thrombine. Les fibrinopeptides libérés lors de

l'hydrolyse par cette protéinase ont été identifiés par spectrographie de masse, il

s'agit du fibrinopeptide A et du fibrinopeptide B. L'étude cinétique de la libération des

fibrinopeptides indique que l'enzyme a une préférence pour la chaîne B. De plus, elle

est résistante aux inhibiteurs de la thrombine tels que l'hirudine. Cela suggère que le

mécanisme d'action de la bilinéobine est semblable mais non identique à celui de la

thrombine. Du point de vue structure, sa région aminoterminale présente des

similitudes significatives avec celles des autres enzymes thrombine-like de venins

ophidiens. Cependant, seulement trois résidus sont communs avec la thrombine

jusqu'au résidu 24 (Komori et al., 1993, Castro et al., 2001).
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Enzyme
Propriété

Ancrode Batroxobine Crotalase Gabonase Venzyme

Source devenin C. rhodostoma B. atrox C. adamanteus B. gabonica A. contortrix

Poids moléculaire 35400 36000 32700 30600 64000

Point isoélectrique 4,2- 6,2 6,6 4,6après désialysation 5,3 ND

Carbohydrate 36,0% 5,8% 8,3% 20,6% ND

Fibrinopeptides libérés A A A A,B B>A

Dégradation dufibrinogène Chaîne Aa Non Chaîne B~ Non ND

Inhibiteur a2 macroglobuline a2 macroglobuline ND ND inhibiteur de trypsine desoja

Activité estérase esters d'acides aminés basiques esters d'acides aminés basiques esters d'acides aminés basiques esters d'arginine esters d'arginine

Site actif sérine sérine sérine sérine sérine

Activation du FXIII Non Non Non Oui Non

Stabilité stable stable stable stable avec calcium instable à la chaleur (60'C)

Tableau 8 : Caractéristiques des enzymes agissant sur lefibrinogène ( Markland F. , 1998).
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1.5.3. Venombin B

La troisième classe des enzymes thrombine-like, le groupe Venombin B, est

représentée par une enzyme issue du venin d'Agkistrodon contortrix. Cette enzyme,

appelée la venzyme (tabloeau 8), libère le fibrinopeptide B beaucoup plus

rapidement que le fibrinopeptide A et coagule le fibrinogène seulement après une

incubation prolongée. L'enzyme hautement purifiée n'agrége pas les plaquettes ni

n'active le facteur XIII. Elle hydrolyse de petits esters d'arginine (Markland F., 1998).

2. Protéines à activité anticoagulante

Dans les venins de différents serpents, une activité anticoagulante a été

rapportée et les protéines responsables ont étés purifiées dans un certain nombre de

cas. L'action anticoagulante des protéines ophidiennes est attribuée à plusieurs

mécanismes, ils sont représentés dans la figure 25.

2.1 Les activateurs de la protéine C

Rappelons que, physiologiquement, la protéine C est un zymogène qui est

activé par la thrombine liée à une molécule épithéliale (la thrombomoduline). La

protéine C activée, la forme protéolytique de l'enzyme, inactive les facteurs Va et

Villa ayant ainsi une action anticoagulante. Ce processus est étroitement régulé. In

vitro, la voie de la protéine C peut être rapidement déclenchée par quelques

protéases ophidiennes appelées les activateurs de la protéine C (peAs).

L'activité des activateurs de la protéine C a été rapportée la première fois

dans le venin d'Agkistrodon contortrix contortrix en 1985. Il s'agit d'un glycopeptide

capable d'activer la protéine C dans le plasma de l'Homme et de divers vertébrés. La

conversion de la protéine C en protéinase active a été démontrée en mesurant la

prolongation du temps de thromboplastine et par la mesure directe de l'activité

enzymatique au moyen d'un substrat chromogène synthétique. Les venins des

différentes sous-espèce d'Agkistrodon (contortrix, piscivorus, bilineatus) contiennent

des activateurs de la protéine C semblables (Nakagaki et al., 1990).
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L'analyse fonctionnelle de la protéine C est problématique car son activation

par la thrombine peut être incomplète et cette dernière peut interférer dans les

analyses chromogènes. Ces problèmes ont été résolus grâce à l'activateur de la

protéine C du venin d'Agkistrodon contortrix contortrix , efficace et d'action rapide,

commercialisé sous le nom de ProtaC® (Pentapharm). ProtaC® est souvent utilisé

pour l'analyse de l'activation de la protéine C par des méthodes chromogènes

directes et indirectes, la recherche de déficience congénitale en protéine C... Une

nouvelle version (ProC Global®, Dade-Behring, Marburg, Allemagne) a identifié avec

succès tous les porteurs du facteur V Leiden ainsi que les patients présentant une

pré-éclampsie (Toulon et al., 2000).

La voie de la protéine C est étudiée dans un but diagnostique et thérapeutique

et dans un besoin d'améliorer les analyses cliniques. Pour ce faire, l'activateur de la

protéine C doit être fiable et facile à produire. Plusieurs études se sont alors

concentrées sur la production de recombinants d'activateurs par Pichia pastoris.

Aujourd'hui ce processus est bien établi, il produit des sérines protéases

recombinantes avec succès (Kunes et al., 2002).

2.2. Les inhibiteurs des facteurs IX/X

Une protéine se liant au facteur IX ou au facteur X en présence de calcium et

empêchant leur participation dans la cascade de coagulation a été isolée dans le

venin de Trimeresurus flavoviridis. Cette protéine a pour cible les résidus d'acide

glutamique à l'extrémité aminoterminale de ces facteurs. La liaison du calcium à

cette protéine semble être possible à deux emplacements avec des affinités

différentes, elle induit un changement conformationnel (Sekiya et al., 1995). Sa

séquence aminée est très proche de celle de la botrocétine, une protéine du venin de

Bothrops jararaca, qui est un activateur de l'agrégation plaquettaire. Ainsi, en dépit

d'un degré élevé de similitudes structurales, ces deux protéines ophidiennes ont des

activités biologiques distinctes.
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Des protéines semblables ont également été isolées dans d'autres venins. Par

exemple, une protéine de liaison aux facteurs IX et X a été isolée dans le venin

d'Echis carinatus (Chen et Tsai, 1996).

Le venin de Deinagkistrodon acutus contient une série de protéines

anticoagulantes inhibant la prothrombinase avec notament un inhibiteur du facteur X.

Il n'a aucune activité enzymatique discernable et se lie au facteur Xa en présence de

calcium, l'empêche de participer au complexe d'activation de la prothrombine. Une

analyse portant seulement sur l'activité de la prothrombinase a révélé que l'inhibition

de ce complexe par ce venin a lieu aussi bien sur le plasma de bovins, de lapins, de

rat que d'humains. Cette action est dose dépendante. Comme cet inhibiteur n'inhibe

pas seulement le facteur Xa, mais qu'il bloque les autres combinaisons de la

conversion de la prothrombine, on en a conclut que cette protéine empêche la liaison

du complexe FX/FVa aux phospholipides de surfaces plaquettaires et la conversion

de la thrombine. Cet inhibiteur bloque également l'activation du facteur X par le

facteur Vila et la thromboplastine. Il n'a aucun effet sur la coagulation induite par la

thrombine ou la fibrinolyse induite par l'activateur du plasminogène ou la

streptokinase. Cela lui confère plusieurs propriétés exigées pour être un bon agent

thérapeutique (Cox A., 1993).

Une protéine anticoagulante appelée AaACP a été isolée dans le venin

d'Agkistrodon acutus. AaACP empêche la coagulation plasmatique induite par le

facteur Xa, d'une façon dépendante de sa concentration. Elle semble se lier au

facteur Xa dans le complexe de la prothrombinase. Cette protéine est composée de

deux chaînes A et B liées par un ou plusieurs ponts disulfures. La comparaison des

nucléotides de l'ADN codant pour chaque chaîne d'AaACP et de la protéine liant les

facteurs IX/X de Trimeresurus flavoviridis (Viperidé) a prouvé que la région codant

pour la protéine mature est beaucoup plus variable que le domaine du peptide signal

(contrairement à se qui est trouvé d'ordinaire). Tenant compte des diversités

fonctionnelles des protéines ophidiennes on peut supposer qu'elles ont été acquises

par une évolution accélérée (Tani et al., 2002).
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2.3. L'inhibiteur de la thrombine

Un unique inhibiteur de la thrombine a été extrait du venin de Bothrops

jararaca. C'est la seule protéine de ce type découverte jusqu'ici à partir d'un venin de

serpent. Cet inhibiteur, appelé la bothrojaracine, forme un complexe équimolaire

non covalent avec la thrombine l'empêchant d'agir sur plusieurs de ces substrats

macromoléculaires.

La bothrojaracine appartient à la famille des lectines de type C, elle se

compose de deux chaînes polypeptidiques reliées par un pont disulfure. Les

séquences des acides aminés de ces deux chaînes montrent une similitude

considérable avec les deux chaînes de la botrocétine, un agent d'agrégation

plaquettaire du venin de Bothrops jararaca.

Dans un même venin la bothrojaracine peut se trouver sous différents

isoformes et en dépit des différences quantitatives, il n'y a aucune différence

qualitative dans la production des isoformes. On peut aussi trouver de la

bothrojaracine dans les venins d'autres serpents (Monteiro et al., 1998).

La bothrojaracine est un inhibiteur spécifique de l'agrégation et de la sécrétion

plaquettaire induites par la thrombine. Elle prolonge également le temps de

coagulation en empêchant compétitivement la liaison de la thrombine au fibrinogène.

Elle empêche la liaison de la thrombine à la thrombomoduline et diminue ainsi le taux

d'activation de la protéine C par la thrombine. Toutes ces actions indiquent qu'elle se

lie à la fois à l'exosite 1 et à l'exosite 2 de la thrombine. Ceci a permis d'expliquer

que le taux d'inhibition de la thrombine par le complexe antithrombineill/héparine est

significativement diminué en présence de bothrojaracine (concurrence entre la

bothrojaracine et l'héparine pour l'exosite 2) et que la liaison de la thrombine au

fibrinogène est bloquée (participation de l'exosite 1).

De plus, la bothrojaracine interagit spécifiquement avec la prothrombine dans

le plasma humain. C'est un anticoagulant efficace après l'activation de la voie

intrinsèque. L'analyse de la conversion de la prothrombine dans le plasma prouve
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que la bothrojaracine réduit fortement la formation de thrombine. Pour déterminer si

cet effet est dû exclusivement à l'inhibition des réactions de rétroaction impliquant

l'activation des facteurs V et VIII par la thrombine, l'effet de la bothrojaracine sur

l'activation de la prothrombine purifiée du venin d'Oxyuranus scute/latus a été

analysée (Monteiro et Zingali, 2000). Il a été conclut que la bothrojaracine exerce

son effet d'anticoagulant par deux mécanismes distincts:

elle se lie à la thrombine produite et empêche les activités dépendantes de

l'exosite 1 telles que la coagulation du fibrinogène et l'activation du FV.

elle interagit avec la prothrombine et son activation protéolytique.

Comme la bothrojaracine peut être utile pour la recherche des inhibiteurs de la

thrombine des recherches ont été lancées. Les venins de six espèces de Bothraps

(atrax, cotiara, jararacussu, moojeni, neuwiedi et jararaca), de Lachesis muta et de

Crota/us durissus terrificus ont été analysés afin de mettre en évidence la présence

de protéines bothrojaracine-like. Ce sont des protéines immunologiquement liées à la

bothrojaracine qui empêchent l'agrégation plaquettaire induite par la thrombine.

L'examen immunologique (utilisation d'un sérum anti-bothrojaracine) de ces venins

indique l'existence d'au moins une protéine bothrojaracine-like dans tous ces venins.

Elles ont été purifiées de tous les venins bruts, excepté celui de Crata/us durissus

terrificus. Elles sont retrouvées dans une proportion différente pour chaque espèce

(Castro et al., 1999).

L'utilisation anticorps anti-bothrojaracine a mis en évidences des protéines

d'un poids moléculaire plus élevé. Ce pourrait être des précurseurs de la

bothrojaracine : des métalloprotéinases avec un domaine lectine de type C ou des

tétramères, des hexamères de lectine de type C.

2.4. Les phospholipases A2

Les venins de serpents sont riches en phospholipases A2 (PLA2 ) et ils

contiennent souvent plusieurs isozymes. Par exemple, les venins de Naja naja,

Oaboia russelli, Trimeresurus flavoviridis, Austre/aps superbus et Pseudechis

austra/is contiennent plus de 10 isozymes de PLA2. Jusqu'à présent, plusieurs

centaines de PLA2 de venins de serpents ont été purifiées et caractérisées.
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En dépit de similitudes dans leurs structures primaires, secondaires et

tertiaires et de propriétés catalytiques communes, elles induisent des effets variés

(neurotoxiques, hémolytiques, anticoagulants, antiplaquettaires, cardiotoxiques,

myotoxiques, convulsifs, œdémateux) et causent des effets tissulaires préjudiciables.

Ce qui rend les relations structure-activité et le mécanisme d'action de ce groupe de

petites protéines à la fois complexes et intriguants.

Les complexes prothrombinase et tenase comportant des phospholipides, une

première hypothèse stipulait que les phospholipases de venins pourraient empêcher

la formation de ces complexes en dégradant leurs phospholipides (Ouyang et al.,

1992). On suggérait que l'action anticoagulante résultait de la formation d'un

complexe hydrolytique entre une phospholipase et la phosphatidylsérine à la surface

des plaquettes. Mais on a ensuite prouvé que l'activité enzymatique peut être

séparée de l'activité anticoagulante donc que la liaison aux phospholipides plutôt que

leur hydrolyse intrinsèquement puisse expliquer l'effet anticoagulant.

Les phospholipases ont été classées selon leur action en tant que fortement,

faiblement ou non anticoagulantes (Subburaju et Kini, 1997). Les PLAz fortement

anticoagulantes agissent sur la coagulation à faible concentration (2 I-lg/ml). Elles

incluent les venins de Naja nigricollis, Naja mossambica, Vipera berus orientale,

Daboia russelli, Agkistredon ha/ys b/omhoffi, Greta/us durissus terrificus. Les

enzymes faiblement anticoagulantes ont montré des effets entre 3 et 10 I-lg/ml. Les

phospholipases de Naja mossambica, Naja nigricollis, Agkistredon ha/ys b/omhoffi,

Enhydrina schistosa (myotoxine) et Oxyuranus scutellatus appartiennent à ce

groupe. Plusieurs PLAz ont peu d'effet sur le temps de coagulation même à des

concentrations supérieures à 15 I-lg/ml. Elles incluent le venin de Naja mossambica,

Naja naja, Naja me/ano/euca, Agkistredon ha/ys blomhoffi, Hemachatus

haemachatus, Bitis gabonica, Grota/us admanteus, Greta/us durissus terrificus,

Vipera aspis, Notechis /scutatus, Bungarus multicinctus...

Les anticoagulants puissants inhibent à la fois les complexes tenase et

prothrombinase, tandis que les PLAz au pouvoir anticoagulant plus faible inhibent

seulement le complexe tenase. Les anticoagulants puissants se lient au facteur Xa et

interfèrent dans son interaction avec le FV et par conséquent sur la formation du

108



complexe prothrombinase. De plus, ils agissent sur le complexe tenase par une

combinaison de mécanismes enzymatiques et non-enzymatiques. Les PLAz au

pouvoir anticoagulant plus faible agissent uniquement par un mécanisme

enzymatique. Ces différences fonctionnelles expliquent la disparité dans le pouvoir

anticoagulant des phospholipases d'un même venin.

Les PLAz humaines se lient elles aussi au facteur Xa et empêchent la

formation du complexe prothrombinase. En établissant une comparaison des

séquences aminées humaines et ophidiennes ainsi qu'en utilisant des méthodes de

mutagenèse la région anticoagulante de l'enzyme a pu être déterminée. En utilisant

des substrats synthétiques, il a été confirmé que les PLAz ophidiennes fortement

anticoagulantes se lient au facteur Xa (la protéine cible) via cette région. En

revanche, les enzymes faiblement anticoagulantes, qui sont dépourvues de la région

anticoagulante ne peuvent se lier spécifiquement au facteur Xa. C'est donc bien

l'interaction protéine-protéine plutôt que l'interaction protéine-phospholipide qui

détermine la spécificité pharmacologique des enzymes PLAz (Kini R., 2005).

Conclusion

Les venins de Vipéridés et d'Elapidés sont sources de protéines capables

d'interagir sur la cascade de la coagulation à la fois de manière pro et

anticoagulantes.

Parmi les protéines à activité coagulante, les activateurs du facteur V et du

facteur X sont aujourd'hui bien caractérisés tant au niveau de leur structure qu'au

niveau de leur action. RVV-V est même utilisé à des fins d'analyse du facteur V et de

diagnostic de la thrombophilie.

Les activateurs de la prothrombine sont nombreux. Ils ont été classés en

quatre groupes selon leurs caractéristiques fonctionnelles et les cofacteurs requis.

Par exemple, l'écarine produit de la thrombine en agissant sur une seule liaison

peptidique et ne nécessite pas de cofacteur (groupe A); la pseutarine C agit sur

deux liaisons peptidiques et nécessite des ions calcium ainsi que des phospholipides

chargés négativement pour que son activité soit maximale (groupe C).
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Les enzymes agissant sur le fibrinogène ou enzymes thrombine-like sont elles

aussi largement distribuées. Elles ont été séparées e'n trois classes en fonction des

taux de libération des fibrinopeptides A et B. Le groupe des venombin A contient

l'ancrode, la batroxobine et la crotalase qui sont actuellement étudiées à des fins

thérapeutiques.

Les protéines à activité anticoagulante sont représentées par les activateurs

de la protéine C (un inhibiteur physiologique de la coagulation qui inactive les

facteurs Va et Villa), les inhibiteurs des facteurs IX/X, l'inhibiteur de la thrombine et

les phospholipases A2.

L'activateur de la protéine C du venin d'Agkistrodon contortrix contortrix, est à

présent commercialisé sous le nom de Protac® (Pentapharm). Protac® est utilisé

pour l'analyse de l'activation de la protéine C par des méthodes chromogènes

directes et indirectes, la recherche de déficience congénitale en protéine C...

Pour l'instant, la botrojaracine, est le seul inhibiteur de la thrombine. Elle est

extraite du venin de Bothrops jararaca. Elle forme un complexe équimoléculaire avec

la thrombine, bloque les deux exosites de cette dernière, l'empêchant d'agir sur ses

substrats habituels. Elle inhibe également sur la conversion de la prothrombine en

thrombine. Vu son potentiel pharmacologique, des recherches ont été lancées à la

recherche de protéine bothrojaracine-like.

Les venins ophidiens sont riches en phospholipases A2 (PLA2) et ils en

contiennent souvent plusieurs isozymes. Elles ont pour cibles les phospholipides des

complexes tenase et prothrombinase, le facteur Xa. Il existe une disparité dans le

pouvoir anticoagulant des phospholipases d'un même venin qui serait d'origine

fonctionnelle. Ainsi les PLA2 fortement anticoagulante agissent sur le complexe

tenase par une combinaison de mécanismes enzymatiques et non-enzymatiques.

Les PLA2 au pouvoir anticoagulant plus faible agissent uniquement par un

mécanisme enzymatique.
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o. Action des venins sur la fibrinolyse

Des enzymes fibrinolytiques, à action directe, ont été isolées dans le venin de

plusieurs serpents du nord et du sud de l'Amérique; notamment des serpents à

sonnettes. Ces enzymes ont également été purifiées à partir des venins d'Elapidés

(certains cobras), et des vipères européennes (Markland F., 1998). Elles sont, une

fois encore, très nombreuses et nous aborderons seulement quelques enzymes

caractéristiques. Leurs actions sont récapitulées dans la figure 27.

TSV-PA
Haly-PA
LV-PA

J
Plasminogène

topA

Fibrinogène • Fibrine polymérisée

""/Lébétase
Atroxase

Fibrolase-Alfimeprase
Cérastase F4
Neuwiedase

LSF
Brévinase

--+1 ••---u-PA

Plasmine .4----
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Protéase de
Pseudonaja texiilis textilis

--~. Inducteur

- Inhibiteur

Figure 27 : Action de différentes protéines de venins de serpent sur la fibrinolyse.
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1. Les protéinases fibrinolytiques

Lors de l'envenimation, le serpent a besoin d'un mécanisme facilitant la

diffusion des composants toxiques dans toute la circulation. Ce rôle est assuré par

les enzymes fibrin(ogèn)olytiques qui décomposent les caillots riches en fibrine et

empêchent la formation de nouveaux caillots par leur action sur le fibrinogène. Dans

un inventaire datant de 1998, Markland a décrit 67 enzymes à action

fibrin(ogèn)olytique, purifiées à partir de différents venins ophidiens. Toutes ces

enzymes ont une action directe et ne requièrent pas de composants enzymatiques

sanguins pour leur activité. La majorité de ces enzymes sont extraites du venin de

serpents asiatiques (22/67), nord-américains (23/67), et d'une famille de Crotalidés

d'Amérique centrale et du sud (10/67).

Deux classes distinctes d'enzymes fibrin(ogèn)olytiques ophidiennes ont alors

été identifiées: les métalloprotéinases (46/67) et les sérine protéinases. Ces deux

classes de protéinases diffèrent de par leur mécanisme d'action et le fait qu'elles

visent différents acides aminés sur le fibrin(ogèn)e, mais chacune exécute le même

rôle. Ces enzymes diffèrent sensiblement de la plasmine qui est aisément inactivée

par les inhibiteurs des sérine (ou serpines). De plus, la plasmine agit sur les liaisons

peptidiques de l'extrémité carboxyterminale, au niveau des résidus de lysine sur les

chaînes a, ~ ou y du fibrin(ogèn)e, emplacements distincts de ceux choisis par les

enzymes fibrin(ogèn)olytiques de venin.

Les enzymes fibrin(ogèn)olytiques extraites de venins ophidiens peuvent aussi

être classées en tant que fibrin(ogèn)ases de la chaîne a ou ~ car jusqu'ici il n'y a eu

pratiquement aucun rapport d'une enzyme spécifique de la chaîne y du fibrinogène.

La spécificité pour la chaîne a ou ~ n'est pas absolue puisqu'il y a une dégradation

substantielle de la chaîne alternative avec l'augmentation du temps de contact, nous

ne retiendrons donc pas cette classification.
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1.1. Métalloprotéinases

Plusieurs des enzymes fibrinolytiques de venin ophidien récemment

caractérisées sont des zinc-métalloprotéinases. Ce sont des membres de la famille

des metzincines décrite par Stocker en 1995. Les membres de cette famille incluent

des métalloprotéinases dégradants la matrice chez les mammifères (les matrixines),

des métalloprotéinases bactériennes (les serralysines), et les astacines y compris

une enzyme collagènolytique du système digestif, aussi bien que les

métalloprotéinases de venin (adamalysines). Le site de liaison au zinc révèle une

séquence commune d'acides aminés chez les différents membres de cette famille de

métalloprotéinases : HEBXHXBGBXHZ, où H est histidine, E est acide glutamique, G

est glycine, B est un résidu hydrophobe encombrant, X est n'importe quel acide

aminé, et Z est différent dans chacune des quatre sous familles mais il est toujours

conservé. L'intérêt pour la classe des enzymes de venin a nettement augmenté

lorsqu'on a déterminé la structure tridimensionnelle du premier membre de cette

famille, l'adamalysine.

L'adamalysine est une métalloprotéinase de 24 kDa issue du venin Grata/us

adamanteus. Elle contient un atome de zinc et un atome de calcium par molécule.

Cette enzyme dégrade des inhibiteurs de protéinases humains tels l'antithrombine III

et l'a1-antitrypsine. Bien qu'elle ne possède pas l'activité fibrinolytique, elle sert de

prototype structural tridimensionnel aux enzymes fibrin(ogèn)olytiques et

hémorragiques avec lesquelles elle partage une identité étendue de séquence. Par

exemple la fibrolase, l'enzyme fibrinolytique du venin d'Agkistradon contortrix, montre

une homologie d'environ 59% avec l'adamalysine.

Les métalloprotéinases fibrin(ogèn)olytiques sont apparemment stockées

dans la glande à venin en tant que zymogènes inactifs et activées par un mécanisme

de commutation de cystéine semblable à celui décrit pour les hémorragines de

Grota/us atrox, de la toxine hémorragique e (Ht-e) et de l'adamalysine. Dans ce

mécanisme un résidu thioi conservé, sur une cystéine de la proséquence du

zymogène, se lie à l'emplacement de la liaison de l'atome de zinc bloquant de ce fait
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la fonction enzymatique. Après un traitement protéolytique, par un mécanisme non

encore élucidé mais pouvant être autolytique, le thiol est déplacé et l'enzyme active

est produite.

Les séquences aminées de plusieurs enzymes fibrinolytiques ont été

récemment déterminées. Pour ce faire, elles ont été alignées suivant le

positionnement, invariable, de la Cys 118 et des résidus actifs (141 et 151), qui

incluent deux des trois résidus d'histidine obligatoires pour la liaison à l'atome de

zinc. La troisième histidine impliquée dans l'attache du zinc est le résidu 153.

En 1991, Siigur et Siigur isolèrent, du venin de Vipera lebetina, la lébétase,

une métalloprotéinase fibrinolytique. Cette enzyme a une action directe, elle dégrade

la chaîne Aa du fibrinogène légèrement plus rapidement que la chaîne B~ (tableau

9). Elle n'a aucune action sur le plasminogène. Son rôle d'anticoagulant est renforcé

par le fait qu'elle empêche l'agrégation plaquettaire. La lébétase possède une faible

activité hémorragique.

L'analyse de sa séquence indique que la pro-protéine contient un motif de

commutation de cystéine suggérant un mécanisme d'activation semblable à celui

utilisé par les métalloprotéinases de matrice et les métalloprotéinases hémorragiques

de venin. Deux isoformes de lébétase ont été isolés : la lébétase 1 (22,719 Da, PI

5,0) et la lébétase Il (22,912 Da, PI 5,3). Ils possédent une action semblable sur la

rupture du fibrinogène et de la fibrine.

Les deux isoformes sont inhibés par l'a2 macroglobuline humaine. Il s'agit d'un

inhibiteur de protéinases plasmatiques capable d'empêcher l'activité de la plupart

des membres des quatre classes des protéinases (aspartique, métallique, sérine et

cystéine protéinases). Son action sur les protéinases est exercée par un mécanisme

unique de piégeage moléculaire suivi de la sortie rapide du complexe hors de la

circulation.

Une autre enzyme fibrin(ogèn)olytique du venin de Vipera lebetina dégrade

légèrement le plasminogène ou la prothrombine. Contrairement à la lébétase, cette

metalloproteinase dégrade la chaîne ~ du fibrinogène légèrement plus rapidement
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que la chaîne a. Cette enzyme dégrade aussi les chaînes de la fibrine rapidement, et

semble dégrader la chaîne y après une incubation prolongée (24 h). Elle inhibe

l'agrégation plaquettaire dans un plasma humain enrichi en plaquettes et a été

employée comme agent thrombolytique dans un modèle veineux de thrombose de

rat (Gasmi et al., 1997). Elle n'est pas hémorragique.

L'atroxase, isolée dans le venin de Grata/us atrax, est une métalloprotéinase

exempte de toute activité hémorragique. Elle possède une activité fibrinolytique in

vitra et in vivo. La solubilisation de la fibrine se produit principalement par l'hydrolyse

d'un polymère a et de monomères solubles a et 13 (tableau 9). L'enzyme rompt

également la chaîne Aa du fibrinogène, suivie de la chaîne BI3 et ne montre aucun

effet sur la chaîne y. Bien que le venin brut induise l'agrégation plaquettaire,

l'atroxase est incapable d'induire ou d'empêcher l'agrégation. L'administration

intraveineuse d'atroxase à une concentration de 6,0 mg/kg provoque une

thrombolyse dans un délai d'une heure (Tu et al., 1996).

Propriété et activité Vipera lebetina Crotalus atrox Agkistrodon contortrix

Nom commun lébétase atroxase fibrolase
Poids moléculaire 23700 23500 23000
Point isoélectrique 4,6-5,4 9,6 6,8
Pourcentage carbonhydrate 2,40% / /
Activité hémorragique + à forte concentration / /
Activité fibrinogènolytique Aa> 813 Aa > 813 Aa > 813
Activité fibrinolytique a et 13 a et 13 a>13
Inhibiteurs EDTA EDTA EDTA

Activité plaquettaire non déterminée
aucune capacité à induire aucune activité activatrice

ou inhiber l'agrégation ou inhibitrice in vitro

Tableau 9 : propriétés d'enzymes fibrinolytiques de venin de serpent (Markland F., 1998)

La fibrolase est une métalloprotéinase contenant une mole de zinc par mole

de protéine. Elle a une action directe et agit préférentiellement sur la chaîne Aa du

fibrinogène à la position Lys413-Leu414. Elle agit également la chaîne de BI3 à un

taux plus bas (tableau 9), elle n'active ni ne dégrade le plasminogène. De plus, elle

n'active pas la protéine C et ne possède pas l'activité coagulante thrombine-like. Elle

ne possède pas non plus d'activité hémorragique que ce soit in vitra (Guan et al.,

1991) ou in vivo (Markland et al., 1996). Elle existe sous au moins deux isoformes
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distincts comme démontré par CLHP. La différence entre ces isoformes se situe

dans la région aminoterminale car un des isoformes possède deux résidus Gin tandis

que l'autre n'en a qu'un. Ce changement mineur de la structure primaire de la

protéine n'a aucun effet apparent sur l'activité enzymatique car les deux isoformes

possèdent une activité identique sur plusieurs substrats et ils son tous deux inhibés

par des agents de chélation.

Un modèle de structure tridimensionnel de la fibrolase a été créé en se basant

sur les structures connues d'autres métalloprotéases : l'adamalysine et l'atrolysine C.

Il y a trois liaisons dissulfures dans la fibrolase comparé à deux liaisons pour les

autres (fig. 28). Le site actif comprend les acides aminés entre les résidus 140-166 et

inclut trois histidines impliquées dans la liaison du zinc.

Three invariant
His residues in
the active site

Figure 28 : structure tridimensionnelle de la fibrolase (Swenson et al., 2005).
Le site actif s'étend des acides aminés 139 à159 et contient l'atome de zinc (flèche)

qui est complexé à 3 résidus d'Histidine (cercle)

Bien que structurellement très semblables certaines enzymes possèdent

l'activité fibrinolytique seule ou l'activité fibrinolytique et hémorragique. Il n'y a, à

présent, aucune différence de séquence aminée qui explique la capacité d'induire

l'hémorragie. Seuls davantage de modèles et les analyses tridimensionnelles

pourront indiquer les différences structurales subtiles qui distinguent ces deux

groupes d'enzymes étroitement liés (Swenson et al., 2005).
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Plusieurs études ont indiqué que la fibrolase hautement purifiée aboutit à une

thrombolyse rapide et consistante. L'action directe de cette enzyme se produit

indépendamment du système fibrinolytique endogène et offre un mécanisme sûr,

effectif, rapide, et spécifique pour la dissolution de caillots. Elle peut s'avérer utile

comme alternative ou pour l'usage dans une combinaison synergique aux agents

thrombolytiques actuellement utilisés. L'absence d'altérations physiologiques

attribuables à son origine démontre les promesses d'utilisation de cette enzyme

ophidienne pour l'usage clinique.

Récemment, l'alfiméprase, une forme tronquée de la fibrolase produite par

recombinaison a été produite par P pastoris et testée, au stade Il, dans des épreuves

cliniques (Toombs C., 2001). Les activités in vivo et in vitro de cette molécule se sont

avérées identiques à celles de la fibrolase. En plus, l'alfiméprase est, comme la

fibrolase, efficacement liée et neutralisée par 1'02 macroglobuline. Les études in vivo

avec l'alfiméprase prouvent que la lyse du caillot est jusqu'à 6 fois plus rapide que

celle observée avec les activateurs du plasminogène. Le fait que cette enzyme soit

inhibée par 1'02 macroglobuline lui apporte un avantage par rapport aux activateurs

du plasminogène limitant de ce fait les complications potentielles de saignements

systémiques dus à la thrombolyse et à la protéolyse non réprimées.

Une autre enzyme anticoagulante, la cérastase F-4, du venin de Ceraste

ceraste a été purifiée et caractérisée. Elle hydrolyse aisément la chaîne Ao du

fibrinogène puis elle hydrolyse la chaîne 8[3. La chaîne y est relativement résistante

à l'hydrolyse. Elle dégrade également les chaînes de la fibrine à différents taux. Les

produits de dégradation des deux substrats trouvés sur le gel SDS-polyacrylamide

sont tout à fait différents de ceux produits par la plasmine, indiquant des sites

d'hydrolyse différents. En utilisant des substrats chromogènes spécifiques il a été

montré que la cérastase f-4 ne semble pas avoir d'action thrombine-like, plasmine­

Iike, kallikréine-Iike, antithrombine ou antiplasmine. On a alors conclu que la

propriété anticoagulante de l'enzyme purifiée est due à sa destruction du fibrinogène.

Elle possède également une faible activité hémorragique.
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Parmi les autres métalloprotéinases découvertes on peut citer l'enzyme du

venin d'Agkistrodon contortrix qui dégrade seulement les chaînes Aa du fibrinogène

et vraisemblablement de la fibrine; deux enzymes fibrin(ogèn)olytiques du venin de

Grota/us basi/iscus qui dégradent les chaînes du fibrinogène approximativement au

même taux, bien qu'avec la fibrine la vitesse de la dégradation de chaîne A soit plus

rapide que celle de la chaîne B (Retzios et Markland, 1994). La fibrin(ogè )nase de

Naja niçricolis qui semble dégrader seulement la chaîne a ou un polymère a du

fibrinogène et de la fibrine. Le clivage semble avoir lieu dans la région

carboxyterminale (Kini et Evans, 1991) et le fibrinogène ainsi digéré est encore

coagulable par la thrombine.

Depuis ces six dernières années quatre nouvelles enzymes (tableau 10) ont

été trouvées: trois métalloprotéases et une sérine protéase.

En 2000, Rodrigues et ses collaborateurs ont identifié la neuwiedase, une

métalloprotéase non hémorragique, issue du venin de Bothrops neuwiedi. Cette

enzyme a une activité préférentielle vers la chaîne de Aa du fibrinogène mais une

activité contre la chaîne de B~ a également été détectée. La neuwiedase montre une

activité protéolytique limitée envers les composants de la matrice extracellulaire, et

son potentiel hémorragique est faible (Rodrigues et al., 2000). Cette enzyme partage

approximativement un même niveau d'homologie (70%) avec des métalloprotéinases

hémorragiques et non-hémorragiques, mais elle est unique parce qu'aucune autre

enzyme fibrinolytique non hémorragique n'a été précédemment identifiée dans le

genre Bothrops.

D'autres investigateurs ont permi d'isoler et de caractèriser une

métalloprotéinase non hémorragique du venin d'Agkistrodon ha/ys brevicaudus

(Terada et al., 1999) appelée la brévilysine L6. Comme avec la majorité des autres

métalloprotéinases fibrinolytiques de venin cette enzyme contient le motif obligatoire

HEXXHXXGXXH des metzincines. En ce qui concerne la spécificité de substrat de

cette protéine, elle coupe efficacement la chaîne B~ du fibrinogène mais elle a peu

ou pas d'activité sur la chaîne Aa.
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N.D. : Non Defini

Tableau 10: Propriétés biologiques et physiologiques des fibrin(ogè)nases décrites récemment. (Swenson et al., 2005)

Propriétés fibrinogènase chaîne a fibrinogènase chaîne a fibrinogènase chaîne a fibrinogènase chaîne r3

Source (genre espèce) Bothrops neuwiedi
Agkistrodon ha/ys

Lachesis stenophrys
Agkistrodon b/omhoffi

brevicaudus brevicadus

Nom commun Neuwiedase Brévilysine L6 LSF Brévinase

Résidus d'acides aminés
198 203par molécule 200 233 en tout (hétérodimère)

Poids moléculaire 22,524 Da 22,713 Da 24,000 Da
25,725 Da (total des 2

chaînes)

Point isoéléctrique 5.9 4.8 N.D. 5.5

Carbohydrate content <1% aucune Glycosylée N.D.

Inhibiteurs enzymatiques
EDTA,1,10- EDTA, 0- EDTA, OTT

PMSF, DFP, Pefabloc, et
phenantroline phenanthroline OTT

Inhibition par des
inhibiteurs plasmatiques + N.D. N.D. N.D.

des protéinases humaines

pH optimal 7.4-8.0 8.5-9.5 ND. 5.5-8.5

Température optimale 37 'C labile à la chaleur Stab le à la chaleur ND. Stable à la chaleur

Activité hémorragique - - - N.D.

Activité fibrinogènolytique Aa>Br3 Br3»Aa Aa>Br3 Br3>Aa

Activité fibrinolytique + - + +
...
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Les genres Lachesis avaient été étudiés à la recherche d'enzymes

fibrinolytiques, mais celles qui avaient été identifiées étaient également

hémorragiques. Récemment, une enzyme identifiée en tant que Lachesis

stenophrys fibrinogènases (LSF), a été isolée. Elle est fibrinolytique mais non

hémorragique. L'enzyme est assignée à la classe P1 des protéinases et partage un

degré d'homologie élevé avec l'enzyme hémorragique du venin de Lachesis muta et

avec la fibrolase du venin d'Agkistrodon controtrix. Les différences structurales

primaires entre les deux enzymes dérivées de Lachesis résident dans la partie

aminoterminale de l'enzyme et dans les glycosylations post-translations. Léonardi et

ses collègues, qui ont isolé l'enzyme, proposent que les légers changements entre

ces protéines modifient l'affinité de LSF envers les protéines de matrice plutôt que de

changer la spécificité de substrat. La théorie d'un changement d'affinité se base sur

le fait que c'est la région carboxyterminale qui détermine l'attache au substrat et dans

notre cas elles sont identiques. C'est une enzyme intéressante, car encore une fois

identifiée dans les genres pour lesquels seules des fibrinogènases hémorragiques

avaient été précédemment isolées.

1.2. Sérine protéases

Les sérine protéinases de venin qui possèdent l'activité fibrin(ogèn)olytique

agissent préférentiellement sur la chaîne B(3, bien qu'il y ait un certain nombre

d'exceptions à cette généralisation. Plusieurs sérine protéinases sont à la fois

fibrinogènolytiques et fibrinolytiques, certaines ne sont pas fibrinolytiques.

Les sérine protéinases fibrin(ogèn)olytiques de venin posent problème en ce

qui concerne leur classification enzymatique, comme les métalloprotéinases

hémorragiques et fibrinolytiques. Ces protéinases, aussi bien que l'activateur du

plasminogène de venin, partagent une homologie étendue au niveau de leurs

séquences aminées avec l'ancrode, la batroxobine; la crotalase (des enzymes

thrombine-Iike) et avec d'autres sérine protéinases telles que la kallikréine-Iike,

l'activateur de protéine C . Il Y a cependant de subtiles différences entre ces

enzymes qui déterminent et orientent leurs actions.
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Une des enzymes fibrinolytiques de venin les plus intéressantes a été

récemment rapportée. Elle est extraite du venin d'Agkistradon b/omhoffi brevicadus.

En raison de sa spécificité d'action et parcequ'elle est complètement inactivée par

des inhibiteurs de sérine protéinase, la brévinase appartient à la famille des ~

fibrinogènases (Lee et al., 1999). Cette enzyme est un hétérodimère qui exige des

liaisons dissulfures pour se stabiliser. Les études sur les dimères témoignent d'une

activité fibrinolytique directe sans coaguler le fibrinogène prouvant ainsi que l'enzyme

n'est pas une thrombine-Iike. La brévinase ne montre aucune activité sur des

substrats pour la trypsine, la thrombine, la plasmine ou la kallikréine. L'analyse de

ses deux chaînes indique des différences significatives entre les chaînes. La

séquence aminoterminale de la chaîne de 16,5 kDa montre un degré d'homologie

élevé avec celle des enzymes thrombine-like telles que l'ancrode et la batroxobine.

Celle de la chaîne de 17 kDa montre également une similitude avec ce groupe

d'enzymes, mais au niveau de la séquence centrale plutôt qu'à celle terminale. Cette

enzyme représente une nouvelle classe d'enzymes fibrinolytiques de venin de

serpent. Davantage de recherches sur cette enzyme aussi bien que l'analyse

d'autres venins pour ce type de structure enzymatique seront assurément effectués.

Une question reste cependant sans réponse: cette enzyme est-elle à l'origine

composée d'une simple chaîne polypeptidique qui serait protéolysée durant

l'isolement?

La capacité de dégrader des caillots de fibrine et l'insensibilité aux serpines a

généré un intérêt croissant pour une potentielle utilisation thérapeutique des

enzymes fibrinolytiques de venin dans le traitement des maladies thrombotiques

artérielles ou veineuses occlusives. Nous en saurons plus d'ici quelques années.

2. Les activateurs du plasminogène

Dès 1988, on rapporta que des venins de serpent stimulent la sécrétion des

activateurs du plasminogène des cellules endothéliales. Ce sont les venins de

Grata/us atrax et Grata/us adamanteus qui ont l'activité la plus prononcée

(Kirschbaum et al., 1988).
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Puis, en 1995, Zhang et ses collaborateurs mirent en évidence ce qui semble

être un véritable activateur du plasminogène dans le venin de Trimeresurus

stejneger. Il s'agit d'une glycoprotéine à simple chaîne avec un poids moléculaire de

33 kDa, appellée TSV-PA. Elle représente environ 0,5% des protéines de ce venin.

Cette sérine protéinase active le plasminogène par une action enzymatique,

conduisant à la génération de p/asmine. Cependant, à la différence de l'activation du

plasminogène par l'activateur tissulaire (t-PA), l'activation par cette enzyme n'est pas

stimulée par des fragments de fibrine et elle est moins importante. En utilisant le

G/u-plasminogène humain, on a vu que le clivage par l'enzyme ophidienne se produit

au niveau d'une simple liaison peptidique Arg 561-Val 562; la meme liaison que celle

rompu par l'urokinase et le t-PA. Le TSV-PA n'active pas ni ne dégrade la

prothrombine, le facteur X ou la protéine C et il ne coagule pas le fibrinogène, ne

montre pas d'activité fibrin(ogèn)olytique en l'absence de plasminogène.

Le TSV-PA a ensuite été cloné et on a pu déduire sa séquence aminée

complète. Il est composé de 234 acides aminés avec un site de N-glycosylation. Il

montre une similitude étendue avec d'autres sérine protéinases ophidiennes: 66%

d'homologie avec l'activateur de la protéine C du venin de A.contortrix, 63% avec la

batroxobine de B atrox et 60% avec l'activateur du facteur V du venin de la vipère de

Russell. En revanche, le TSV-PA montre une similitude de seulement 21 à 23% avec

les domaines catalytiques d'u-PA et de t-PA. Certaines régions variables (VR) du

domaine catalytique du t-PA sont absentes. C'est le cas en particulier de la VR1,

responsable de l'interaction du t-PA avec le PAI-1. De plus, il ne possède pas les

domaines kringle et EGF du t-PA qui sont responsables de son élimination

hépatique. Ces deux caractéristiques permettent au TSV-PA d'avoir une durée de vie

in vivo supérieure à celle du t-PA (plusieurs heures versus quelques minutes).

En 2000, on détermina sa structure cristallographique (fig. 29). La structure

cristallographique du TSV-PA est l'unique structure cristallographique d'une sérine

protéinase de venin de serpent ayant été déterminée. Bien que cette structure soit en

accord avec son modèle moléculaire elle a été établie par comparaison avec la

structure en cristal de la trypsine.
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Une analyse détaillée de la structure tridimensionnelle du TSV-PA indique que

l'accès au site actif est limité par un segment de boucle. Cette boucle compte un

acide aminé de plus dans le TSV-PA que dans la trypsine, à la position 218, et une

proline est présente à la position 219. Beaucoup de sérine protéinases de venin

possèdent cette Pro en 219, cela serait du à l'évolution des kallikréines glandulaires.

Les délétions observées par l'alignement des structures primaires des sérines

protéinases de venin avec le domaine catalytique des enzymes humaines

correspondent à des boucles de surface impliquées dans leurs interactions avec

leurs inhibiteurs physiologiques et leurs substrats. L'absence de ces boucles de

surface sur les protéinases de venins rend bien compte de leur insensibilité aux

inhibiteurs physiologiques et soulève des questions intéressantes quant à leur

spécificité de substrat (Braud et al., 2000).

Le niveau élevé de similitude entre le T8V-PA et les autres sérine protéinases

de venin est utile car il permet de déterminer la structure tridimensionnelle de ces

protéines, par modelage moléculaire, en utilisant la structure cristallographique du

TSV-PA comme calibre.

Figure 29 : structure tridimensionnelle du T8V-PA. Les ponts dissulfures
sont en jaune et la triade catalytique His 57, Asp 102, Ser 195
est en bleu (Braud et al., 2000).
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Aujourd'hui le TSV-PA n'est plus l'unique activateur du plasminogène ophidien

car deux autres enzymes ont démontré avoir la même propriété.

En partant d'une analyse des séquences d'ADN contenues dans la glande à

venin d'Agkistrodon ha/ys, deux protéines ont été produites: haly-PA et haly 2. Lors

d'une recherche sur la base de données de protéines ophidiennes, haly-PA a montré

une similitude de 82% avec le TSV-PA et haly 2 a montré une similitude de 78%

avec les f3 fibrinogènases. Haly-PA a été exprimé avec succès en utilisant le

baculovirus et sécrété dans les milieux de culture comme une glycoprotéine de 32

kDa. Lors de l'analyse du venin de serpent, l'anticorps anti-haly-PA détecta une

même bande indiquant ainsi que l'enzyme est bien un composant du venin. Lors

d'une analyse fibrinolytique, l'haly-PA recombinant a montré qu'elle possédait une

activité fibrinolytique indirecte en présence de plasminogène, convertissant ce

dernier en plasmine (Park et al., 1998).

Une enzyme issue du venin de Lachesis muta, le LV-PA, a été purifiée en

utilisant une filtration sur gel suivie d'une chromatographie d'échange anionique. Il

s'agit d'une glycoprotéine acide qui converti le plasminogène en plasmine en formant

un complexe moléculaire. Le LV-PA catalyse l'hydrolyse de plusieurs substrats

peptidiques contenant des résidus Lys mais n'a aucune action sur les subtrats

contenant des résidus Arg. Il se distingue de la thrombine car il ne coagule pas

fibrinogène. Après incubation du LV-PA avec le plasma enrichi en plaquettes, il ne

montre aucun effet sur l'agrégation plaquettaire induite par l'ADP ou le collagène.

La comparaison de la séquence aminoterminale du LV-PA avec d'autres

activateurs du plasminogène de venin de serpent indique qu'il y a un degré élevé

d'identité avec le TSV-PA (90%) et avec le Haly-PA (85%). Il possède également une

homologie avec d'autres sérine protéinases de serpent (Sanchez et al., 2000).

3. L'inhibiteur de la plasmine.

Jusqu'à présent une seule protéine de 7kDa, isolée dans le venin de

Pseudonaja texti/is textilis, s'est avérée être une sérine protéinase inhibitrice de la

plasmine. Son mode d'action, son efficacité et sa spécificité ont été déterminées,
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comparées à celles de l'aprotinine (un inhibiteur de Kunitz). En utilisant l'aprotinine

comme inhibiteur de protéase et la plasmine comme enzyme, l'inhibition observée se

déroule en deux temps. La formation du complexe initial (El) est rapide, mais lâche

( Ki=3.78 nM), puis la transition d'El à El' est lente, avec une liaison serrée cette fois,

(Ki'=53.2 pM). Avec l'inhibiteur de serpent, et contrairement au mécanisme standard

ci-dessus, l'inhibition observée se fait par un mécanisme réversible, concurrentiel et

en une seule étape. La plasmine et la trypsine sont liées à l'inhibiteur ophidien avec

des valeurs de Ki de 0,15 IJM et de 0,30 IJM, respectivement.

Des concentrations en protéine ophidienne allant jusqu'à 10 IJM sont

incapables d'inhiber plusieurs sérine protéinases telles que l'activateur du

plasminogène tissulaire recombinant, l'urokinase, la thrombine, la chymotrypsine.

Ces résultats démontrent que ce petit inhibiteur de protéase ophidien n'agit pas par

l'intermédiaire du mécanisme commun à d'autres petits inhibiteurs de protéase de

sérine de protéine (Willmott et al, 1995).

Conclusion:

Les enzymes activatrices de la fibrinolyse se divisent en deux grandes

classes: les métalloprotéinases et les sérine protéases. Elles différent de la plasmine

par le fait qu'elles sont insensibles à ses inhibiteurs physiologiques et qu'elles

agissent sur d'autres liaisons peptidiques. Les enzymes ophidiennes agissent sur les

chaines a ou ~ car jusqu'ici il n'y a eu pratiquement aucun rapport d'une enzyme

spécifique de la chaîne y du fibrinogène.

Les métalloprotéinases sont apparement stockées dans la glande à venin

sous forme de zymogène. Aujourd'hui on connaît leur structure primaire et pour

certaine on connaît meme leur structure tridimensionnelle. Trois molécules ont été

bien caractérisées: la lébétase, l'atroxase et la fibrolase. On a parfaitement

déterminé leurs activités fibrinogènolytiques, fibrinolytiques, hémorragiques et

plaquettaires.
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Des études in vivo ont démontré que la fibrolase lyse des thrombi

expérimentaux dans des artères et des veines (Markland, 1996). Ces études ont

validé le concept que l'introduction temporaire d'une protéinase fibrinolytique de

venin de serpent pourrait être une thérapie clinique appropriée pour lutter contre les

thrombi occlusifs. Un avantage à cette approche est le manque d'activation du

plasminogène car l'activation du plasminogène systémique peut mener à la

dissolution des bouchons hémostatiques avec des effets secondaires négatifs tels

que l'hémorragie intra-crânienne. Une forme tronquée de la fibrolase, l'alfiméprase

est testée, au stade Il, pour son effet thrombolytique.

Depuis ces six dernières années quatre nouvelles enzymes (tableau x) ont été

trouvées: trois métalloprotéases et une sérine protéase. Les nouvelles

métalloprotéinases (la neuwiedase, la brévilysine, LSF) sont non hémorragiques. On

cherche désormais à avoir une spécificité de chaîne, comme c'est le cas pour la

brévilysine L6.

Du côté des sérine protéinases, la brévinase retient toutes les intention du fait

de de sa spécificité d'action et parcequ'elle est complètement inactivée par des

inhibiteurs de sérine protéinase.

Plusieurs activateurs du plasminogène ophidiens on été rapportés. Le TSV-PA

est le plus etudié notament en France par l'Institut Pasteur. La mise en œuvre de sa

structure cristallographique permet une nouvelle approche, on comprend le rôle

décisif de certains acides aminés présents dans la structure primaire ainsi que le rôle

des boucles de surface (elles confèrent une résistance aux inhibiteurs

physioloqgiques) qui pourrait être transposés à de nouveaux modèles.

En ce qui concerne les Inhibiteurs ophidiens de la plasmine humaine, une

seule protéine a été mise en évidence, à partir du venin de Pseudonaja textitls

textilis. Son mécanisme d'action est tout à fait particulier car il nécessite une seule

étape.
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Conclusion générale

Comme nous venons de le voir, les venins des Vipéridés, Crotalidés, certaines

espèces d'Élapidés australiens et quelques Colubridés sont un véritable cocktail

d'enzymes. Leurs actions sur l'hémostase sont multiples tant par le nombre important

de composés actifs contenus à l'intérieur d'un même venin, les différentes cibles

possibles et le mode d'action de ces protéines. Certains venins ont une action

dominante sur l'une des trois étapes de la coagulation, d'autres ont une action plus

globale, certains encore contiennent à la fois des agents pro et anti coagulants.

Il est maintenant plus aisé de comprendre que les coagulations

intravasculaires disséminées et syndromes de défibrination s'observent plus

particulièrement chez certains Viperidés possédant des enzymes thrombine-like et

qu'il est possible d'avoir un syndrome hémorragique massif qui suit rapidement un

syndrome thrombosique.

La connaissance des mécanismes sous-jacents aux troubles de l'hémostase

induits par les venins de serpents explique pourquoi il n'existe aucune thérapeutique

efficace en dehors de l'immunothérapie:

- les traitements substitutifs (fibrinogène, plasma, voire plaquettes) sont très

décevants car rapidement inactivés par les enzymes ophidiennes circulantes.

- le PPSB (Kaskadil ®), qui apporte des facteurs concentrés et, contrairement

au plasma, ne contient pas d'inhibiteurs naturels, comporte des risques

d'exacerbation de la CIVD.

- l'héparinothérapie, proposée dans certaines CIVD médicales et susceptible

théoriquement de prévenir la coagulopathie, doit résolument être proscrite (Chippaux

et al., 2002). Sur la base d'un travail in vitro et de l'observation d'un unique patient,

Weiss et ses collaborateurs avaient prôné en 1973 l'utilisation de l'héparine dans les

morsures d'Echis carina tus. En fait, l'amélioration constatée tardivement n'impliquait

que l'histoire naturelle de l'envenimation (correction spontanée des troubles en une

semaine en moyenne). La meizothrombine produite sous l'action du venin et a fortiori

les enzymes thrombine-like ont une structure moléculaire différente de celle de la
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thrombine "physiologique". Ce point fondamental explique pourquoi ni l'héparine ni

l'hirudine ne peuvent les neutraliser. Dès 1976, une étude randomisée a montré

l'absence d'intérêt du traitement héparinique dans les morsures d'Echis. De plus il a

été montré que l'héparine et l'hirudine, même à faibles doses, aggravent le syndrome

hémorragique (Mion et al., 2000).

- d'autres traitements: inhibiteurs du système fibrinolytique, thrombolytiques,

chélateurs de métaux ont ponctuellement montré un certain intérêt, ils restent

néanmoins l'apanage de spécialistes.

La multiplicité des cibles des constituants d'un même venin (endothélium,

plaquettes, prothrombine, fibrinogène ... ) explique qu'il reste illusoire d'espérer

contrecarrer un syndrome hémorragique en agissant sur une seule étape de

l'hémostase. C'est en ce sens que l'antivenin, dont les composants sont dirigés

contre l'ensemble des protéines ophidiennes du venin concerné, reste la seule

thérapeutique logique et surtout efficace des envenimations ophidiennes.

Avec l'utilisation de fragments d'immunoglobulines purifiés, les effets

indésirables de la sérothérapie sont devenus négligeables face aux complications de

l'envenimation. L'administration d'antivenin doit être proposée devant toute

envenimation patente : elle réduit très significativement la durée d'hospitalisation,

l'intensité des soins ainsi que les risques de complications. L'administration doit être

faite par voie veineuse exclusivement, en perfusion ou en injection directe, lente si

l'état clinique le nécessite. La posologie est fonction de la quantité de venin inoculée,

donc de la gravité et de la rapidité d'apparition des symptômes, et non de la taille de

la victime ou du retard de la prise en charge, bien que ce dernier critère puisse

également être pris en considération.

Même en l'absence de laboratoire, un test de coagulation, simple et efficace,

peut être effectué au lit du malade. Il permet un diagnostic précoce du syndrome

hémorragique, dès l'arrivée du patient, et la surveillance du traitement. Pour cela, 5

ml de sang sont prélevés sur un tube sec et si possible neuf pour éviter les traces de

détergent. Le tube est laissé en place 30 minutes sur une paillasse ou une table

stable. Un caillot normal doit se former en moins de 15 minutes et rester stable (lors
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de l'agitation douce du tube) pendant plus de 48 heures. Au contraire, si le temps de

coagulation dépasse 30 minutes, si il y a absence totale de caillot ou formation d'un

caillot partiel ou friable cela traduit un syndrome hémorragique latent ou avéré que

l'on confirmera par l'examen clinique (saignements spontanés des plaies ou des

cicatrices récentes, hématuries microscopiques ou macroscopiques, gingivorragies,

épistaxis, phlyctènes, purpura). Dans ce cas, la mise en place ou la poursuite d'un

traitement est licite (Chippaux et al., 1999).
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IV. Utilisation des venins ophidiens: outils

de diagnostic, modèles moléculaires,

thérapeutiques d'auiourd'hui et de demain

En raison de leurs potentialités variées et de leurs actions extrêmement

spécifiques, les composés des venins ophidiens sont largement utilisés dans la

recherche fondamentale que ce soit en physiologie, biochimie ou immunologie. Ces

molécules ont fortement contribué à nos connaissances sur les mécanismes de

l'hémostase et beaucoup d'entre elles sont utilisées dans des tests d'hémostase. En

retardant ou accélérant les processus biochimiques ou cellulaires, les composants des

venins permettent aux chercheurs d'analyser les différentes étapes de processus

complexes et de développer de nouveaux médicaments. Les venins ophidiens sont

actuellement étudiés pour des utilisations potentielles en tant qu'agents

antithrombotiques, antiviraux, antibactériens (tétanos, hépatites, trachome, paludisme,

botulisme... ) ou anticancéreux (Mion et al., 2002).

Afin de mieux comprendre les utilisations de protéines ophidiennes pour l'exploration de

l'hémostase nous verons un bref rappel des méthodes traditionnellement utilisées.

A. Les méthodes traditionnellement utilisées

pour l'exploration de l'hémostase

1. Exploration de l'hémostase primaire

L'exploration de l'hémostase primaire comprend la numération plaquettaire, le

temps de saignement ainsi que des tests fonctionnels. Le temps de saignement est la

pierre angulaire de l'exploration de l'hémostase primaire, et il est défini comme le temps
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nécessaire à l'arrêt spontané d'un saignement provoqué par une petite coupure

superficielle. Il explore les différents éléments concourant à l'hémostase primaire, soit

les plaquettes, la paroi vasculaire et le facteur de Willebrand.

La standardisation des techniques par des procédés à usage unique a amélioré

la fiabilité de ce test qui s'effectue classiquement, selon la méthode décrite initialement

par Ivy, par une incision cutanée superficielle au niveau de l'avant-bras sous une

pression constante de 40 mmHg. Dans ces conditions, le temps de saignement (TS) se

situe entre 4 et 8 minutes. Avant toute pratique d'un TS, l'interrogatoire doit rechercher

la prise de salicylés ou d'anti-inflammatoires non stéroïdiens, qui allongent le TS par

l'inhibition pharmacologique des fonctions plaquettaires. Par ailleurs il est parfaitement

inutile de demander un TS devant une thrombopénie, et notamment pour un taux

inférieur à 50 109/1. En l'absence de thrombopénie, le temps de saignement est allongé

dans les cas de thrombopathies acquises ou héréditaires, perturbant les fonctions

plaquettaires, ou dans la maladie de Willebrand. La maladie de Willebrand est la plus

fréquente des maladies hémorragiques héréditaires. Elle est caractérisée par un déficit,

quantitatif ou qualitatif, en FW. Le diagnostic de cette maladie doit être évoqué devant

tout allongement du TS associé à un accroissement modéré du temps de céphaline

activée (TCA). Le diagnostic est affirmé par la diminution de l'activité fonctionnelle du

FW (agglutination des plaquettes en présence de ristocétine) et de son activité

antigénique (dosage immunologique).

2. Exploration de la coagulation

Le temps de céphaline activé (TCA) et le temps de Ouick (TO) sont les deux tests

de dépistage universellement utilisés pour explorer les différentes phases de la

coagulation. Le dosage spécifique des facteurs de la coagulation, à la recherche d'un

déficit isolé, est effectué en fonction des résultats des tests précédents. Le TCA explore

la voie dite endogène mettant en jeu les facteurs contacts et les facteurs IX et VIII

jusqu'au complexe prothrombinase et le TO explore la voie exogène relative au facteur
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tissulaire et impliquant le facteur VII. Ces deux tests impliquent par ailleurs le tronc

commun terminal. La voie commune comprend la thrombinoformation et implique les

facteurs V, X et Il et la fibrinoformation. Il est dorénavant admis que ce schéma n'est

pas directement applicable in vivo mais qu'il reste utile dans l'exploration in vitro.

2.1. Temps de céphaline activé

Le TCA correspond au temps de coagulation d'un plasma, décalcifié et

déplaquetté, en présence de céphaline, d'un activateur des facteurs de la phase contact

et de calcium. La céphaline est un substitut des phospholipides plaquettaires dont il

existe plusieurs formes commercialisées, et l'activateur de la phase contact le plus

communément utilisé est le kaolin.

Le TCA explore les facteurs contacts (facteurs XII, XI, ) et les facteurs IX, VIII, X,

V, Il et le fibrinogène. Le temps normal dépend des activateurs et de la céphaline

utilisée par chaque laboratoire, et varie de 30 à 40 secondes. Le TCA d'un patient

donné doit être comparé au TCA témoin du laboratoire, et on considère qu'un temps est

pathologique pour une valeur supérieure de 6 à 10 secondes au-dessus du témoin. Un

TCA allongé de façon isolée, sans allongement du TO, chez un patient qui saigne, doit

faire évoquer un déficit en facteur IX (hémophilie B) ou en facteur VIII (hémophilie A),

les déficits pour les autres facteurs de la voie endogène étant peu hémorragiques.

2.2. Temps de Quick

Le temps de Ouick correspond au temps de coagulation d'un plasma, décalcifié

et déplaquetté, en présence de thromboplastine, source de facteur tissulaire, et de

calcium. Le TO explore le facteur VII, facteur de la voie extrinsèque, et les facteurs de la

voie commune: X, V, Il et le fibrinogène. Il est compris entre 10 et 13 secondes en

fonction de la thromboplastine utilisée, et est exprimé en pourcentage par rapport à un
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pool de plasma calculé selon une courbe de référence. On le nomme alors taux de

prothrombine (TP), ce qui peut amener une certaine confusion terminologique. La

normalité se situe entre 70 et 100 %. Le TO pratiqué dans le cadre de la surveillance

d'un traitement anticoagulant par antivitamine K doit s'exprimer en INR (international

normalized ratio) calculé selon un index international permettant de s'affranchir des

variations de sensibilité des différents réactifs utilisés.

2.3. Exploration de la fibrinoformation

Elle repose sur deux tests simples, le dosage du fibrinogène et le temps de

thrombine. Le dosage du fibrinogène est effectué par diverses méthodes et son taux est

normalement compris entre 2 et 4 g/1. Le temps de thrombine est le temps de

coagulation d'un plasma après apport d'une quantité fixe et diluée de thrombine. Il est

déterminé pour être normalement compris entre 16 et 20 secondes. Le temps de

thrombine explore spécifiquement la fibrinoformation et est allongé en cas d'anomalie

quantitative ou qualitative du fibrinogène, ou en présence d'inhibiteurs de la thrombine,

telle l'héparine.

3. Exploration de la fibrinolyse

En routine, elle comprend le dosage du fibrinogène et de ses produits de

dégradations (fibrinopeptides A et B) ainsi que le dosage des produits de dégradation

de la fibrine (les 0 dimères). Le temps de lyse des euglobulines, ou test de Von Kaulla,

est parfois encore utilisé. /1 s'agit du temps de lyse d'un caillot formé à partir d'une

fraction protéique plasmatique contenant tous les activateurs de la fibrinolyse mais

dépourvue de ses inhibiteurs.

Les protéines de la fibrinolyse peuvent être dosées antigénique ment ou par la

mesure de leur activité. Cependant ces méthodes ne sont pas utilisées en routine et

restent du domaine de l'hémostase spécialisée au même titre que l'analyse des

polymorphismes du gène PAI-1 par exemple.
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B. Les protéines de venins de serpents utilisées
pour l'exploration de l'hémostase

1. Les protéines de venins de serpent utilisées corn me réactifs

de laboratoire et leurs applications en analyse.

La grande diversité des protéines de venins de serpents affectant l'hémostase

contraste avec la haute spécificité de chaque composant. Cette spécificité est employée

pour des applications pratiques et le développement de plusieurs essais en laboratoire.

Quelques unes sont illustrées dans le tableau 11.

Test Diagnostic Protéine Fonction
Reptilase 1M Titrage de la réaction Batroxobine Sécrétion du fibrinopeptide A

fibrinoqène-fibrine à partir du fibrinogène
Ecarine Détection d'une forme Ecarine Activation de la

anormale de prothrombine prothrombine
Stypven® Mesure du niveau du F X RVV-X Activation du F X
Protac® Titrage de la protéine C et de ACC-C Activation de la protéine C

la protéine S
Botrocétine Diagnostic de la maladie de botrocétine Agglutination des plaquettes

Von Willebrand et du en présence du facteur Von
syndrome Bernard Soulier Willebrand

Tableau 11 : Utilisation de composés de venins ophidiens pour le développement de
test d'hémostase d'après Braud et al., 2000.

1.1. Etudes sur les enzymes thrombine-like ophidien nes
et le fibrinogène

Les enzymes thrombine-like sont des enzymes largement répandues dans les

venins ophidiens. Les plus étudiées sont celles du venin de Bothrops atrox avec la

batroxobine et la thrombocytine.
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La batroxobine est une enzyme thrombine-Iike issue du venin de Bothrops atrox.

Elle a une action spécifique sur le fibrinogène (libération du fibrinopeptide A) et n'a

aucun effet sur les plaquettes ou les autres facteurs de la coagulation.

Elle a donné naissance à un test appelé Reptilase-Time. Ce test de coagulation

se déroule de la même façon que le temps de thrombine sauf qu'à la place d'introduire

une quantité donnée de thrombine on utilise une quantité déterminée de batroxobine. Le

temps de reptilase est allongé dans les mêmes situations que le temps de thrombine

sauf au cours des traitements par héparine, hirudine, antithrombine, aprotinine. Il permet

ainsi de vérifier que l'allongement observé n'est pas dû à un tel traitement en cours (qui

n'aurait pas été signalé) et oriente le diagnostic vers une anomalie de la coagulation:

afibrinogénémie ou hypofibrinogénémie, problème de polymérisation de la fibrine

(myélome, anticorps anti-fibrinogène), hyperfibrinolyse, maladie hépatique, CIVD ... Ce

test est donc réalisé le plus souvent en deuxième intention chez des personnes

présentant des saignements plus ou moins important.

En présence d'une hypofibrinogénémie, l'addition du fibrinogène à l'échantillon

corrige le temps de reptilase allongé. Si cela ne se produit pas et que des PDF peuvent

être éliminés par un test basé sur des anticorps, un défaut de polymérisation de fibrine

est alors confirmé par exemple dans la maladie de Kawaguchi (Matsuda et al., 1985).

L'exploration de la fibrinoformation est l'utilisation la plus courante du temps de

reptilase mais son insensibilité vis-à-vis des inhibiteurs et activateurs physiologiques lui

ouvre d'autres portes:

En 1982, Ranby et ses collaborateurs utilisent la batroxobine comme

stimulant de la fibrine dans l'analyse fonctionnelle de l'activateur du

plasminogène tissulaire.

En 1990, Stocker et ses collaborateurs l'utilisent pour étudier les conditions et

la cinétique de formation de monomère de fibrine et pour suivre le monomère

aux différentes étapes de la formation de la fibrine aussi bien que sa

stabilisation par le facteur XIII.
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En 1994, Kumar et ses collaborateurs se servent des enzymes thrombine-Iike

ophidiennes comme outils utiles pour comprendre la fonction de la fibrine, le

mécanisme de la rétroactivation induite par la thrombine.

En 2002, Cunningham et ses collaborateurs se penchent sur la recherche en

laboratoire d'une dysfibrinogénémie comprenant l'utilisation de reptilase et

dans l'analyse de l'antithrombine III où le plasma peut être préparé exempt de

fibrinogène sans addition de thrombine qui réagirait avec ATIII et interférerait

l'analyse.

La thrombocytine est une autre enzyme thrombine-like issue du venin de

Bothrops atrox. C'est une sérine protéinase qui exerce un très faible effet coagulant sur

le fibrinogène. Cependant, elle active les FV, FVII et FXIII, déclenche l'agrégation

plaquettaire et des réactions de sécrétion. Elle interagit également avec l'endothélium

vasculaire.

Elle a été utilisée comme outil pour comprendre les fonctions plaquettaires

(Kubisz et al., 1984), pour comprendre les aspects moléculaires de l'activation des

facteurs XIII et V (Kisiel et Canfield, 1981), pour élucider le mécanisme de relâchement

des coronaires dépendant de l'endothélium (Glusa et al., 1991) et pour étudier la

stimulation protéolytique du tPA à partir de l'endothélium vasculaire (Klôckinq and

Hoffmann, 1991)

Du fait de sa faible activité coagulante, la thrombocytine pourrait être utilisée

comme un substitut de thrombine dans un plasma dans lequel il ne faut pas qu'il se

forme de thrombus. Puisqu'elle n'est pas inhibée par l'hirudine, cette enzyme peut aussi

présenter un intérêt tout spécial comme réactif pour l'évaluation de la fonction

plaquettaire dans le plasma de patients traités par cet anticoagulant (Stocker et Hon,

1998).
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1.2. Analyses et recherches sur la fonction de la
prothrombine

Les activateurs de la prothrombine ophidiens ont été intensivement passés en

revue de 1992 à 2001. Ils sont aujourd'hui classifiés en quatre groupes selon la

nécessité de cofacteurs (tableau 7).

Plusieurs de ces enzymes sont disponibles dans le commerce, par exemple:

l'activateur du serpent brun australien (Venom Supplies, Tanunda, Australie), l'écarine

d'Echis carinatus (Pentapharm), la noscarine de Notechis scuta tus (Pentapharm) et le

venin de taipan (Diagnostic Reagents Ltd, Thame, UK). Dans le cas du venin de taipan,

le venin brut contient une proportion si élevée d'enzyme activatrice de la prothrombine,

qu'il peut être utilisé sans purification dans une analyse en une seule étape. Cependant,

la facilité avec laquelle le venin de taipan peut faire augmenter le facteur tissulaire a fait

qu'il n'a pas été adopté pour l'utilisation courante.

Les activateurs de la prothrombine ophidiens sont principalement utilisés pour la

détection de formes anormales de la prothrombine car ils ont pour cible la prothrombine

qu'elle soit normale ou fonctionnellement anormale. Ainsi les formes décarboxylées

PIVKA (Protéines Induites par Vitamine K Absence/Antagonistes) présentes dans

certaines affections hépatiques peuvent être détectées tout comme les

dysprothrombinémies.

Parmi ces activateurs, le plus connu et le plus utilisé est l'écarine. En effet, le

temps d'écarine (Ecarin Clotting Time) est un test de génération de meizothrombine qui

tient compte de la quantification précise des inhibiteurs directs de la thrombine. Il a

démontré son utilité depuis plus de dix ans dans des investigations biochimiques et

pharmacologiques aussi bien que dans la recherche et dans la clinique. Le temps

d'écarine est également préconisé, de préférence au temps de Quick (taux de

prothrombine), pour contrôler l'effet anticoagulant de la PEG-hirudine (Moser et al.,

2001 ).
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L'écarine a aussi une place dans le processus de la préparation de sérum. En

effet, la préparation de sérum à partir d'échantillons de sang par coagulation spontanée

et rétraction du caillot, suivi d'une centrifugation, peut être fortement accéléré par

l'addition d'écarine, même si il y a de l'héparine dans ces échantillons. Pour cette

application, la pureté de l'écarine est d'importance cruciale puisque la présence

d'électrolytes, de facteurs hémolytiques direct ou indirect, d'inhibiteurs de l'agrégation

plaquettaire, les fibrinogénases ... rendraient l'échantillon de sérum inefficace pour des

utilisations à buts analytiques (Stocker et Hon, 1998).

D'autres activateurs de la prothrombine ophidiens sont également employés pour

préparer de la meizothrombine, analyser les formes non enzymatiques de la thrombine

et de la meizothrombine (Rosing et al., 1992), dans les études du clivage de la

prothrombine recombinante (Stevens et al., 1996) et pour détailler le mécanisme de

l'activation de la prothrombine (Yamada et al., 1996).

1.3. Analyses et recherches sur la fonction du fact eur V

Le venin de la vipère de Russell (Daboia russellï; active le facteur V au moyen

d'une sérine protéase contenue dans son venin (RW-V). L'activation de ce facteur de

coagulation se produit au niveau de l'Arg1545 (par opposition à celle négociée par la

thrombine qui agit sur trois liaisons peptidiques aux positions Arg709, Arg1018 et

Arg1545), mais dans les deux cas, l'activation du FV exige la présence de cofacteurs.

En vertu de son action sélective sur le facteur V plasmatique, RW-V est utilisé

pour préparer un réactif dans l'analyse courante de ce facteur. Le plasma du patient est

mis en contact avec RVV-V, du FXa, des phospholipides et des ions calcium afin de

former le complexe prothrombinase, puis il y a addition de prothrombine (à partir de

laquelle la thrombine sera produite). Le taux de formation de thrombine est déterminé à

l'aide d'un substrat chromogène, il est proportionnel à la quantité de FVa présent dans

le mélange. Cette utilisation est toutefois limitée.
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Plus récemment, une autre utilisation de RW-V a vu le jour. Il s'agit d'une

simple analyse de la coagulation conçue pour la surveillance pré et post-opératoire chez

les patients traités par anticoagulants agissant sur FXa (HBPM) ou sur la thrombine

(HNF ou hirudine). Dans ce test, RW-V active le FV des patients indépendamment des

mécanismes de feed -back de la thrombine. Ce test est donc appelé temps de

coagulation induit par la prothrombinase: Pefakit® PiCT® (Prothrombinase-induced

Clotting Time).

Du point de vue pharmacologique, RW-V reste néanmoins un outil utile dans

l'étude de l'activation du facteur V. " est également employé pour définir l'importance

fonctionnelle des sites actifs sur le FV sauvage et recombinant (Keller et al., 1995). Plus

récemment, la découverte du facteur V Leiden génétiquement variable a conduit à une

renaissance d'intérêt pour le facteur V et sa participation dans la thrombophilie et dans

la résistance à la protéine C activée.

1.4. Analyses et recherches sur la fonction du fact eur X

Le venin de la vipère de Russell contient également un activateur efficace du

facteur X (RW-X) qui a été découvert il y a plus de 70 ans par MacFarlane et Barnett.

RVV-X est utilisé dans plusieurs analyses de la coagulation, notamment pour la mesure

du facteur X elle-même avec une analyse très simple en une seule étape (temps de

stypven®). Il joue également un rôle dans la distinction entre l'insuffisance du facteur VII

et celle du facteur X et dans l'analyse d'anticoagulants lupiques (Marsh et Williams,

2005).

Pour réaliser le temps de stypven® il suffit de mettre en contact le plasma d'un

patient avec RVV-X, des ions calcium, des phospholipides, du FV. Cet ensemble va

activer la prothrombine en thrombine. La quantité de thrombine formée peut être révélée

soit directement en utilisant un substrat chromogène soit en mesurant le temps
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nécessaire à la formation du caillot. Le temps de coagulation, dans ce cas, est

inversement proportionnel à la quantité de facteur X présent dans la plasma.

Un temps de stypven® normal associé à un temps de prothrombine prolongé

suggère une insuffisance du facteur VII tandis qu'un temps de stypven® prolongé et un

temps de prothrombine normal indique une insuffisance du facteur X. RW-X a donc une

place établie dans l'analyse du facteur X et dans l'étude de son activation, par exemple,

dans l'identification des sites de reconnaissance du facteur X (Chattopadhyay et Fair,

1989), des effets de la déglycosylation sur l'activation du facteur X (Inoue et Morita,

1993).

RVV-X est aussi utilisé pour analyser le facteur 3 plaquettaire. Si le temps allongé

de stypven® retourne à la normale après ajout de céphaline, on conclut à un déficit de

facteur 3 plaquettaire. Ceci présente un avantage par rapport aux essais courants de

coagulation en distinguant les patients thrombotiques et les patients sains (Hardisty et

Hutton, 1966).

1.5. Les anticoagulants lupiques

Les anticoagulants lupiques sont une population hétérogène

d'immunoglobulines, y compris des anticorps anti-phospholipides, interférant dans les

essais de coagulation dépendants des phospholipides tels que le temps partiel de

thromboplastine, le taux de prothrombine (PTT) et le temps de coagulation de kaolin

(KCT). En raison de l'hétérogénéité moléculaire liée aux anticoagulants lupiques, un

essai unique ne fournit pas un résultat satisfaisant et le PTT ainsi que le KCT ont été

précédemment associés.

Les patients atteints du syndrome des anti-phospholipides peuvent présenter

un grand nombre de manifestations cliniques à type de thromboses artérielles ou

veineuses, avortements spontanés à répétition et thrombocytopénie. Lorsque les

anticorps anti-phospholipides surviennent isolément sans maladie générale associée, on
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parle alors de syndrome primitif des anti-phospholipides (SAPL-1). Dans un certain

nombre de cas, les anticorps anti-phospholipides peuvent être associés à des maladies

rhumatologiques comme le lupus érythémateux ou avec certaines infections ou prises

de médicaments.

Les méthodes de recherche d'anticoagulants lupiques ont été largement

étudiées et plusieurs activateurs de venins de serpents sont maintenant régulièrement

utilisés. Ceux-ci incluent, d'une manière primordiale, l'activateur du facteur X de venin

de la vipère de Russell, les activateurs de la prothrombine du venin de taipan

(Oxyuranus scutellatus) , du venin du serpent brun australien (Pseudonaja textilis) et

d'Echis carina tus.

Le temps de venin de la vipère du Russell dilué (dRVVT) occupe une place

primordiale dans l'analyse des anticoagulants lupiques car il est rapide, sensible et peu

coûteux. Ce test évalue la transformation de la prothrombinase en thrombine par le Xa,

le Va et les phospholipides. Il est positif si (temps du malade) - (temps du témoin) > 6

secondes ou MIT > 1,2. Afin que sa sensibilité soit maximale, plusieurs laboratoires ont

employé des variations par rapport à la formulation conventionnelle de dRWT (Moore et

al.,2000).

Un autre test a été développé en se basant sur le venin de taipan combiné à

un procédé de neutralisation de plaquettes (Rooney et al., 1994). Bien qu'étant

insensible aux anticoagulants oraux, l'essai n'avait pas un taux de 100% de détection et

n'a donc pas eu de suite.

Un autre essai utilisant la textarine et l'écarine s'est montré être un essai

sensible et relativement spécifique. La textarine est un activateur de la prothrombine

extrait du venin de Pseudonaja textitis. Elle est dépendante des ions calcium et des

phospholipides pour son fonctionnement, contrairement à l'écarine qui ne nécessite

aucun cofacteur. Il est à présent établit qu'un rapport du temps de textarine/écarine >

1,3 est considéré comme anormal. Vingt cinq plasmas contenant des anticoagulants

lupiques ont été détectés par cette méthode. Dans une plus grande étude, le rapport de
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textarine/écarine a prouvé être un essai de confirmation utile pour le diagnostic des

patients présentant des anticoagulants lupiques et ayant un PTT prolongé non expliqué

(Forastiero et al., 1994).

Plus récemment, une autre combinaison des activateurs de prothrombine de

venins de serpents (taipan et Echis) a été employée avec succès lors de l'identification

d'anticoagulant de lupus rendue difficile à cause d'une anticoagulation continue (Moore

et al., 2003)

1.6. La protéine C et résistance à la protéine C ac tivée

La protéine C activée (PCa) est une protéinase anticoagulante qui inactive les

facteurs Va et Villa et joue un rôle principal dans le contrôle de l'hémostase. Son

précurseur inactif, la protéine C (PC), est une protéine dépendante de la vitamine K.

L'analyse fonctionnelle de la PC est problématique car son activation nécessite de la

thrombine et de la thrombomoduline, elle peut être incomplète et la thrombine peut

interférer dans les analyses chromogènes. Ces problèmes sont aujourd'hui résolus

grâce à l'utilisation de l'activateur de la protéine C extrait du venin d'Agkistrodon

contortrix contortrix dans un test appelé Protac® (Pentapharm). ProtaC®, efficace et

d'action rapide, est extrêmement utile pour étudier l'activation de la protéine C.

Il existe deux type de méthodes: une analyse de la coagulation fonctionnelle et

une analyse utilisant une méthode chromogène directe ou indirecte.

Pour l'analyse de la coagulation fonctionnelle, le principe est simple: Protac

convertit la protéine C présente dans le prélèvement en protéine C activée, laquelle lors

d'addition de calcium et de phospholipides catalyse la dégradation des facteurs V et VIII

de ce même plasma; ce qui conduit à un allongement du temps de coagulation

proportionnel à la concentration de protéine C dans le plasma.
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La protéine C présente dans le plasma peut aussi être directement déterminée,

sur activation par Protac, en mesurant son activité amidolytique, au moyen d'un substrat

chromogène. L'augmentation de l'absorbance due au dégagement du chromophore

catalysé par PCa est proportionnelle à la quantité de PC présente dans échantillon.

Etant donné que la PCa conduit à une augmentation du temps partiel de

thromboplastine activée (APTT), ce système peut aussi être utilisé comme une méthode

de détermination de la PC. Dans ce cas il faut un substrat chromogène de la thrombine

et un photomètre d'absorbance fixe. En utilisant cette méthode, c'est le temps

nécessaire entre le début de la réaction jusqu'au dégagement du chromophore

atteignant une absorbance définie qui est mesuré (Stocker et Hon, 1998).

Les résultats de ces analyses rivalisent favorablement avec ceux des méthodes

immunologiques. De plus, la méthode utilisant Protac® apporte une amélioration par

rapport aux analyses utilisant la thrombine puisque cette dernière peut mener à une

mauvaise classification des patients déficients en protéine C de façon normale ou

congénitale.

Protac® est également un véhicule commode pour comparer l'activation de la

protéine C indigène et recombinante (Lee et al., 1996) et pour activer la protéine C

murine, bovine et équine. Etrangement, il n'a aucun effet sur la protéine C canine. De

plus, cette enzyme ophidienne a réduit les coûts de ces analyses et a facilité la

diminution de l'échantillon.

Un test basé sur le rapport du temps de Quick en l'absence et en présence de

Protac® est employé avec succès pour identifier les patients présentant des défauts

dans la voie anticoagulante de la protéine C (Robert et al., 1996) et peut permettre

l'identification d'une protéine C dysfonctionnelle via des résultats différentiels entre des

analyses chromogènes et des analyses de la coagulation (Girolami et al., 1993). Une
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nouvelle version ProC Global® (Dade-Behring) a identifié avec succès tous les patients

porteurs du facteur V Leiden et ceux avec de basses concentrations de protéine C

activée dans une épreuve multicentrique (N=627) sur des patients thrombotiques

(Toulon et al., 2000) et parmi des patients présentant une pré-éclampsie (Heilmann et

al.,2002).

La résistance à la protéine C activée est une des causes principales de

thrombophilie et, dans la majorité de cas, c'est une mutation sur le gène du facteur V,

connu sous le nom de facteur V Leiden, qui en est responsable. Cette mutation consiste

en la substitution d'une arginine par une glutamine à la position 506 du facteur V

rendant la molécule résistante à la dégradation protéolytique par la protéine C activée.

Après les rapports initiaux sur le diagnostic moléculaire de la thrombophilie, on a

développé quelques analyses fonctionnelles qui peuvent raisonnablement déterminer

l'anomalie du génotype. De tels essais utilisent des activateurs de la coagulation de

venins de serpents, ils incluent le dRVVT (GradiLeiden V, Gradipore), le RW-V et la

noscarine (Pefakit® APC-R Factor V Leiden, Pentapharm), le temps de textarine ainsi

qu'un activateur spécifique de Grata/us viridis hel/eri (Quehenberger et al., 2000). Le

dRVVT montre un niveau plus élevé de sensibilité et de spécificité comparé à l'analyse

basée sur le taux de prothrombine (Solano et al., 1997). De plus, le temps de textarine

se corrèle plus étroitement avec le génotype du FV Leiden en comparaison avec l'essai

basé sur le taux de prothrombine. Avec ces deux méthodes et l'activateur du venin de

Grata/us viridis hel/eri, l'analyse de l'ADN reste toutefois vivement recommandée

(Gemmati et al., 1997).

Il est possible que d'autres mutations puissent être responsables de la résistance

à la protéine C activée. En dépit de la sensibilité améliorée des analyses fonctionnelles

pour le facteur V Leiden, il reste un besoin de diagnostic moléculaire d'autres mutations

relatives à la thrombophilie telles que la prothrombine 20210 (Poort et al., 1996) et la

variante de la méthylènetétrahydrofolate réductase qui génère une

hyperhomocystéinurie (Frosst et al., 1995).
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Comme nous venons de le voir, ProtaC® a considérablement simplifié l'analyse

de la protéine C. Il a aussi un rôle important dans l'analyse de la protéine S (la protéine

S est le cofacteur exigé pour l'inactivation des facteurs Va et Villa par la PCa), cette

dernière étant analysée auparavant par des méthodes amidolytiques (Francis et Seyfert,

de 1987) et coagulantes (Suzuki et Nishioka, 1988).

1.7. Etudes sur le facteur Von Willebrand

Plusieurs espèces du genre Bothrops contiennent de la botrocétine, une protéine

d'agrégation plaquettaire. Le venin de Bothrops jararaca en est la source la plus riche.

La botrocétine exige une liaison avec le facteur Willebrand pour exercer son effet sur les

plaquettes. Elle a un effet légèrement mais sensiblement différent de celui de la

ristocétine et ces deux agonistes peuvent donc être employés pour différencier des

variantes moléculaires du FW. La botrocétine agrège partiellement les plaquettes de

patients souffrant de la maladie de Bernard-Soulier (absence de la glycoprotéine lb)

alors que la ristocétine n'induit pas d'agrégation dans le plasma de ces patients

puisqu'elle dépend de GPlb. La même distinction peut être faite pour la maladie de

Willebrand de type lia où les multimères de FW de haut poids moléculaire sont absents

(Bloorn, 1991). Une analyse, en phase solide, d'inhibition du FW lié à la GPlb

plaquettaire a été proposée en utilisant la botrocétine (Miura et al., 1996) et la

combinaison ristocétine-botrocétine. Elle a pour but de caractériser le FW plaquettaire

humain et de détecter des mutations responsables de la maladie de Willebrand de type

B (Williams et al., 1994).

Une deuxième protéine agrégante dépendante du FW, extraite du venin de

Trimeresurus a/bo/abris, l'alboagrégine-B, a été employée pour quantifier les récepteurs

du FW sur la molécule de GPlb (Yoshida et al., 1995).
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1.8. Etudes sur les glycoprotéines plaquettaires

De nombreuses toxines ophidiennes affectent la fonction plaquettaire mais les

désintégrines sont les plus intéressantes vis-à-vis de l'hémostase. Les désintégrines

constituent une famille nombreuse de protéines fortement homologues qui empêchent

l'agrégation plaquettaire via l'inhibition de l'activité réceptrice des glycoprotéines de

surface. Vu cette propriété, ces composés procurent une occasion unique pour l'étude

des interactions plaquette-plaquette et plaquette-endothélium. Cependant, jusqu'ici, on

n'a développé aucun essai en laboratoire d'hémostase qui utilise des désintégrines.

Elles sont plus utilisées en thérapeutique.

Plus récemment, des lectines de type C ont été identifiées comme modulatrices

de la fonction plaquettaire (Andrews et Berndt, 2000- Wisner et al., 2002).

2. Protéines ophidiennes utilisées comme modèles mo léculaires

2.1. Le TSV-PA

La thrombose est responsable de plusieurs maladies cardiovasculaires telles que

l'infarctus du myocarde aigu, l'embolie pulmonaire. Pour faire face à cela, les agents

thrombolytiques généralement utilisés sont des activateurs du plasminogène comme le

t-PA. Le t-PA possède plusieurs inconvénients: une demi vie courte (quelques minutes),

une inactivation rapide in vivo due à l'interaction avec son principal inhibiteur endogène

(le PAI-1), la réapparition possible de l'occlusion coronaire aiguë et des saignements. Le

TSV-PA, issu du venin de Trimeresurus stejnegeri, ne possède pas le domaine du

facteur de croissance épidermique présent sur t-PA. Ce domaine étant impliqué dans

l'absorption de cette molécule par les cellules hépatiques il explique la plus longue demi

vie du TSV-PA, due à une vitesse d'élimination inférieure. De plus, l'action du TSV-PA
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n'est pas empêchée par les inhibiteurs physiologiques de la famille des sérine

protéinases. Cette absence d'inhibition est due à l'absence de sites impliqués dans les

interactions serpine/protéinase ou à certains résidus ayant des fonctions spécifiques.

Toutes ces propriétés font que le TSV-PA est un bon modèle moléculaire pour améliorer

les propriétés des agents thrombolytiques actuellement utilisés et en créer de nouveaux

(Braud et al., 2000.

2.2. La thrombine

La thrombine est une sérine protéinase multifonctionnelle qui joue un rôle

important dans l'entretien et la régulation de l'hémostase. La thrombine stimule

l'agrégation plaquettaire et la coagulation mais elle a également des propriétés

anticoagulantes, activant la protéine C après interaction avec la thrombomoduline. Les

résidus aminés fonctionnels impliqués dans les fonctions procoagulantes et

anticoagulantes de la thrombine sont situés sur un hémisphère de la molécule. Cet

hémisphère inclut à la fois le site actif et l'exosite 1. Quelques sérines protéinases de

venin imitent seulement un effet de la thrombine sur les plaquettes (la cérastocytine, le

PA-BJ, la thrombocytine), sur le fibrinogène (l'ancrode, la batroxobine ... ), sur le facteur

V (RW-V) ou sur la protéine C (ACC-C). L'étude structure-fonction de ces différentes

protéines est une approche moléculaire valable pour identifier les surfaces de ces

enzymes qui interagissent avec les diverses cibles de la thrombine. Ces résultats

peuvent être employés pour concevoir une nouvelle génération de facteurs

antithrombiques ainsi que pour contrôler les actions procoagulantes ou anticoagulantes

de la thrombine (Braud et al., 2000).
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C. Utilisations thérapeutiques de plusieurs

toxines ophidiennes affectant l'hémostase

La suggestion que l'effet anticoagulant pourrait être réalisé en éliminant

totalement le fibrinogène de la circulation au moyen d'une protéine ophidienne

thrombine-Iike "défibrination thérapeutique" a été faite la première fois en 1968 (Reid et

Chan, 1968) puisque l'on sait que ces enzymes agissent en convertissant le fibrinogène

en forme peu coagulable de fibrine qui est alors éliminée par divers processus

enzymatiques. Un extrait du venin de Agkistrodon rhodostoma (Malayan Pit Viper) a

alors été isolé, épuré puis rendu disponible pour l'usage thérapeutique; l'enzyme

utilisée est l'ancrode (Viprinex® (anciennement Arvin®), Knoll). Ensuite, un extrait du

venin de Bothrops atrox fut utilisé, la batroxobine (Défibrase®, Pentapharm).

L'ancrode a fait l'objet d'études cliniques dans les accidents vasculaires

cérébraux (AVC), la thrombose veineuse ou artérielle, l'utilisation au cours de la

circulation extra-corporelle (CEC) ou encore l'anticoagulation des patients porteurs de

thrombopénie induite par l'héparine (Marsh et Williams, 2005). La réduction de la

fibrinogénémie est rapide car ce type d'enzyme clive le fibrinopeptide A du fibrinogène,

mais pas le B, pour produire une fibrine non stabilisée par le facteur XIII qui est

rapidement lysée par le système fibrinolytique et les cellules réticulo-endothéliales. Sa

demi-vie est de 3 à 5 heures et 4 jours après son introduction il en reste 10% dans la

circulation. Son administration débute par un bolus de 1 Ul/kg sur 6 heures suivi d'une

perfusion dont la posologie est fonction du dosage du fibrinogène 12 heure après le

début de la perfusion IV.

L'ancrode est également administrée en prophylaxie pour réduire l'incidence de la

thrombose veineuse profonde postopératoire et la réapparition de la thrombose après

chirurgie vasculaire car elle n'a aucun effet fibrinolytique.
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Malgré l'absence de réaction croisée avec l'héparine, on réserve l'ancrode

comme alternative au danaparoïde pour plusieurs raisons. L'ancrode n'inhibe pas et

peut même augmenter la formation de thrombine et de microthrombi chez les patients

présentant une TIH. Une administration lente est nécessaire pour éviter la formation

d'un microthrombus intravasculaire et son coût est élevé par rapport au danaparoïde

(1050 $ versus 600 $ pour 5 jours de traitement). De plus, des anticorps peuvent se

développer et une résistance peut survenir lors d'une utilisation prolongée. Enfin,

contrairement au danaparoïde, la diminution du fibrinogène par l'ancrode est

difficilement prévisible d'un patient à l'autre.

Une comparaison avec d'autres traitements indique que l'ancrode est moins

bénéfique que le t-PA recombinant ou la pro-urokinase (Madhavan et al., 2002).

Cependant, on a récemment suggéré que l'utilisation d'ancrode lors d'atteintes

ischémiques apporte une meilleure espérance de vie et des coûts médicaux inférieurs

en comparaison avec un placebo (Samsa et al., 2002).

La batroxobine, une enzyme thrombine-Iike du venin de Bothrops atrox moojeni,

dénommée commercialement sous le nom de Défibrase® ou Défibrol®, est une enzyme

capable de coaguler le fibrinogène. Elle libère seulement le fibrinopeptide A et n'a

aucune activité directe envers les autres substrats de la thrombine. In vivo, le polymère

de fibrine formé est rapidement dégradé par le système fibrinolytique et éliminé par le

système réticulo-endothélial. L'injection de batroxobine a donc comme conséquence

une diminution de la concentration plasmatique en fibrinogène et une réduction de la

viscosité de sang dépendante de la dose employée.

Jusqu'ici, la batroxobine a été employée dans la thérapie de l'athérosclérose

oblitérative périphérique (Furukawa K., 1979), de la perturbation circulatoire

périphérique du syndrome de vibration (Agishi et al., 1985). Récemment, on a rapporté

que la batroxobine est utile dans la stimulation de la thrombolyse artériel chez le chien

(Tomaru et al., 1989) et dans l'amélioration des conséquences de l'infarctus cérébral
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chez les rats (Namikata et al., 1992). Mais ses principales applications thérapeutiques

sont les préparations topiques hémostatiques et la "colle de fibrine". La "colle de fibrine"

peut être employée dans presque toutes les disciplines chirurgicales, en application

directe sur les tissus, et cela dans trois buts:

- pour contrôler le saignement diffus dans les organes parenchymateux (foie, rein, rate,

pancréas) les saignements de grandes surfaces et les saignements locaux chez les

patients présentant une diathèse hémorragique (extraction dentaire).

- pour la jonction des surfaces de résection des organes parenchymateux, pour

renforcer les sutures incertaines et pour réduire le besoin d'une seconde suture

- pour avoir un effet curatif sur la blessure, dans la gestion de l'ulcération de la peau, de

la nécrose et de la transplantation.

Malgré tous ces avantages, la batroxobine est délaissée au profit de colles

biologiques composées de concentrés de facteurs humains de l'hémostase, coagulables

sous l'action de la thrombine (ex: Tissucol®)

Reptilase®, un médicament commercialisé en France et figurant sur le Vidal, est

un complexe de protéases appelé hémocoagulase de Klobusitzky (DCI), du nom de

l'auteur qui l'isole pour la première fois en 1936, du venin d'un Bothrops jararaca. Cette

préparation à visée hémostatique est utilisée depuis le début des années 1950 dans

différentes branches de la médecine.

L'hémocoagulase de Klobusitzky se compose de deux fractions:

o Une fraction thromboplastinique qui, en présence des facteurs V, X et du facteur

3 plaquettaire, transforme la prothrombine en thrombine

o Une fraction thrombinomimétique (la batroxobine) libérant le fibrinopeptide A à

partir du fibrinogène, qui est insensible à l'antithrombine III et l'héparine.

Reptilase® agit à deux niveaux. Vis-à-vis des plaquettes, l'hémocoagulase de

Klobusitzky normalise ou augmente leur adhésivité (première étape de l'hémostase
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primaire) ce qui permet ensuite leur agrégation (deuxième étape). Pour certains auteurs,

elle augmente directement l'agrégation thrombocytaire. Elle aurait aussi un effet

vasoconstricteur sur les capillaires par la libération de sérotonine et d'adrénaline des

plaquettes après leur agglutination. Ainsi, en favorisant la formation d'un clou

hémostatique plaquettaire, l'effet de la Reptilase® se traduit déjà in vivo par la réduction

du temps de saignement (T.S.) (Lacroix et al., 1986).

Au niveau de la fibrinoformation, l'hémocoagulase conduit à la formation du

complexe enzymatique prothrombinase. Cela est du à son activité

thromboplastinique qui active les facteurs VII et X, en la présence indispensable du

facteur 3 plaquettaire, et augmentant l'activité du facteur V. D'autre part, la fraction

thrombomimétique de Reptilase®, la batroxobine, en faible quantité dans le complexe

médicamenteux, libère uniquement le fibrinopeptide A à partir du fibrinogène à la

différence de la thrombine qui sépare les fibrinopeptides A et B. Ces monomères

forment avec le fibrinogène un complexe qui ne coagule pas et il faut attendre la

saturation des capacités de complexation du fibrinogène pour qu'un caillot non rétractile

s'organise, en présence du facteur stabilisant la fibrine (facteur XIII) produit sous l'action

de la thrombine, indispensable, même en faible quantité, à cette polymérisation.

Un point important: Reptilase® n'est pas inhibé par l'antithrombine III, ni par

l'héparine.

Les indications thérapeutiques de l'hémocoagulase de Klobusitzky se comprennent

aisément au vu de ses activités. Elle est proposée comme traitement symptomatique

des hémorragies chirurgicales en per- et (ou) postopératoire, des hémorragies

médicales diverses (épistaxis, hémoptysie, hématémèse, hématurie, ménométrorragie)

non liées à un déficit en facteurs de coagulation et (ou) à un allongement du temps de

saignement.

Elle se présente en ampoule de 1 ml contenant 1 unité de Klobusitzky c'est-à-dire

la quantité d'enzyme qui coagule 5 cm" de sang frais de cheval, décalcifié, in vitro, en

l'espace de 10 minutes à 22'C ou 0,3 unité NIH, uni té définie par le National Institute of

Health, mesurant l'effet thrombinomimétique. La posologie, en IV, lM, SC ou locale, est
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de 1 à 3 ampoules par 24 heures pour les adultes et % à 1 ampoule par 24 heures pour

les enfants de plus de 3 ans.

Etant donné que ce médicament est issu du venin d'un serpent, il est important de

spécifier qu'il y a possibilité de production d'anticorps mais en fait à des doses très

largement supérieures aux doses thérapeutiques (environ 10 fois), ce qui explique sa

remarquable tolérance. De l'avis même du Laboratoire commercialisant ce produit, le

nombre d'unités vendues annuellement est restreint; ce qui minimise encore ce risque.

En cas exceptionnel de manifestation allergique il faut interrompre le traitement.

Excepté la voie lM en cas de syndrome hémorragique biologique il n'existe pas de

contre-indications. Il y a évidemment une non-indication en cas d'hémorragie survenant

au cours d'une coagulation intravasculaire disséminée (C.I.VD.) d'hémophilie, de

thrombopénies, d'allongements du TS sans thrombopénie mais avec trouble de la

coagulation. Reptilase® n'induit pas de CIVD.

La bothropase, une sérine protéase thrombine-Iike de venins de Bothrops, a été

administrée in vivo pour créer un état d'hypercoagulabilité passager. Elle a été

employée, avec succès, pour traiter des patients avec des saignements gastro­

intestinaux ou urinaires. Cependant, le risque de voir apparaître des coagulations intra

vasculaires disséminées fait que cette protéine est classée comme potentiellement

dangereuse et diminue sa chance de la voir arriver, un jour, dans l'arsenal thérapeutique

humain (Markland F, 1998).

Malgré toutes ces études, le succès de ces enzymes reste indifférent et il est difficile

de trouver des essais cliniques bien conçus avec ces agents, excepté peut-être pour

l'étude STAT (Stroke Treatment with Ancrod Trial, N=500) qui a montré des résultats de

trois mois marginalement positifs (Sherman et al., 2000). Le rôle optimal des enzymes
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ophidiennes thrombine-like reste donc à établir bien que les données récentes

suggèrent que l'ancrode puisse être utilisée sans risque, et thérapeutiquement, chez les

patients présentant un syndrome de thrombocytopénie induite par l'héparine ou de

thrombose (illig et Ouriel, 1996) et comme une alternative à l'héparine dans la déviation

cardio-pulmonaire (Von Segesser et al., 2001). De même en dépit de la bonne tolérance

clinique de l'hémocoagulase de Klobusitzky, ce médicament reste peu prescrit en

ambulatoire; les prescripteurs ayant peut-être peur d'employer un produit tiré du venin

d'un serpent.

O. Perspectives

1. Les désintégrines

Des antagonistes de la glycoprotéine lib/Ilia plaquettaire dérivés des venins de

serpent (les désintégrines) ont été utilisés dans plusieurs études expérimentales. Ces

agents ont empêché la fermeture brusque et la resténose des artères (Ellis et al., 1991),

inhibé l'agrégation plaquettaire induite par des cellules tumorales (Swaim et al., 1996)

prévenu l'agrégation plaquettaire in vivo et in vitro (Sheu et Huang, 1994 - Liu et al.,

1995) prévenu l'occlusion artérielle (Markland, 1996). Les résultats encourageants de

ces études suggèrent qu'une utilisation thérapeutique de ces désintégrines ou de

molécules construites à partir de ces molécules puisse avoir lieu à l'avenir.

Les désintégrines peuvent également trouver un rôle dans l'inhibition de la

formation des thrombi et des embolies. La bitistatine du venin de Bitis arietans a le plus

de promesse à cet égard (Knight et al., 1996).

Des études in vivo ont montré le rôle potentiel des désintégrines pour la

prévention de l'agrégation plaquettaire après angioplastie ou thrombolyse. D'ailleurs, le

tirofiban (Agrastat®), modélisé à partir de l'échistatine, est un nouvel antiagrégant

153



plaquettaire antagoniste de GPllbllia. Il est utilisé, en complément de l'administration

d'héparine et d'aspirine, pour la prévention des complications cardiaques ischémiques

chez les patients qui font l'objet d'une intervention coronarienne percutanée et pour la

réduction du risque d'infarctus du myocarde chez les patients souffrant d'angor instable

ou d'infarctus du myocarde sans onde Q, chez lesquels une intervention coronarienne

percutanée est programmée.

2. Les estérases d'arginine

Les estérases d'arginine, un constituant courant des venins de serpent, ont été

employées pour le traitement de l'atteinte ischémique (Kim et al., 2001-Caplan, 2002).

3. Les fibrinogènases

Ces dernières années, la famille des fibrinogènases, un groupe d'enzymes de

venin de serpent qui libère spécifiquement une ou plusieurs chaînes de fibrinogène, ont

suscité plus d'attention (Markland, 1998). La fibrolase dégrade à la fois les chaînes 0 et

~ de fibrine et promet une utilisation certaine en tant qu'agent thrombolytique. Il en est

de même pour d'autres enzymes qui dissolvent les caillots in vivo et in vitro telles

l'afaacytine de Cerastes cerastes (Larabadjebari et al., 1995), l'atroxase de Bothrops

atrox (Baker et Tu, 1996), et la fibrinogènase du venin de Vipera lebetina (Gasmi et

al.,1997).

4. Enzymes affectant les inhibiteurs plasmatiques

Des protéinases capables de dégrader les inhibiteurs des sérine protéinases

(serpines) et éventuellement 1'02 macroglobuline sont présentes dans de nombreux

venins ophidiens. De telles enzymes sont exploitées afin de préparer des test de

diagnostic ou d'élaborer des méthodes thérapeutiques sans qu'il y ait l'activité inhibitrice

des sérines protéinases dans les prélèvements de plasma (Stocker et Hon, 1998).
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En 1992, Contant et ses collaborateurs ont mis au point une méthode pour la

détermination de PAI-1 dans laquelle il n'y a pas d'interférences avec l'a2 antiplasmine

et l'a2 macroglobuline en utilisant le venin de Bitis arietans. Jansen et son équipe, la

même année, ont utilisé le venin de Causus rhombeatus pour s'affranchir des effets de

l'héparine, en détruisant son cofacteur l'ATIII, dans le plasma d'un patient testé pour

anticoagulants lupiques

5. Autres protéines

La bothrojaracine découverte dans le venin de Bothrops jararaca est un puissant

inhibiteur de la thrombine. Elle interagit de façon originale avec les exosites 1 et Il de la

thrombine nécessaires à l'interaction de celle-ci avec ses substrats macro moléculaires

(fibrinogène, récepteurs plaquettaires, thrombomoduline ... ) et ses inhibiteurs

physiologiques (héparine, antithrombine III), mais sans effet sur ses capacités

catalytiques. Cette molécule transformée par qerue génétique pourrait être utilisée

comme nouvel agent antithrombotique (Markland F., 1998).

La création du variant F193G de T8V- PA, par remplacement du résidu Phe par

Gly altère ses propriétés de façon intéressante: alors que T8V- PA est insensible aux

inhibiteurs naturels du t-PA (comme le PAI-1) et à d'autres serpines (a2-antiplasmine et

a1 antitrypsine ), le variant est inhibé par ces facteurs. Ceci illustre le rôle majeur du

résidu 193 et laisse imaginer que le remplacement du résidu Gly par Phe sur la

molécule de t-PA pourrait donner un nouvel agent thrombolytique insensible aux

serpines et donc de demie-vie plus longue (Braud et al., 2000).

Certaines molécules qui interfèrent avec l'adhésion cellulaire pourraient

également permettre de développer des agents anticancéreux: la lébécétine du venin

de Macrovipera lebetina, par exemple, inhibe l'agrégation plaquettaire mais aussi

l'adhérence de cellules mélanomateuses au fibrinogène.
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Conclusion

Les venins de Vipéridés et de Crotalidés sont des sources très riches en

protéines avec une activité sélective contre diverses étapes de la cascade de

l'hémostase. Toutes les étapes de ce processus physiologique complexe peuvent être

affectées par plusieurs des protéines de venin de serpent. La stabilité in vitro et in vivo

des protéines de venin, leur spécificité élevée pour différents facteurs de coagulation et

leur résistance aux inhibiteurs physiologiques les rendent très utiles pour le

développement des tests de diagnostic.

Les venins de serpent ont une place évidente dans les laboratoires travaillant sur

la coagulation à la fois pour l'analyse courante des facteurs de coagulation et comme

réactifs pour étudier des facteurs de coagulation et le mécanisme de l'hémostase en

général. Des travaux récents dans lesquels les structures moléculaires de ces protéines

ont été déterminées ont prouvé que ces protéines appartiennent à diverses familles de

protéines (sérine protéinases, métalloprotéinases, PLA2, lectines de type C,

désintégrines) avec des structures semblables mais des cibles spécifiques et

différentes. Ces molécules sont donc les modèles structuraux utiles pour l'identification

et la définition des sites de l'interaction de ces protéines avec leurs cibles.

Les applications cliniques des enzymes de venins de serpents ont été moins

réussies faute d'un manque d'épreuves cliniques. Elles ont tout de même montré leur

efficacité dans les affections cardio-vasculaires de type thrombose veineuse et artérielle,

réocclusion, accidents vasculaires cérébraux... Plusieurs composés potentiellement

utiles ont été identifiés, notamment les désintégrines, qui ont déjà été montrés in vitro et

156



in vivo, sur des animaux de laboratoire, être des antiagrégants plaquettaires puissants.

D'autres sont en train de faire leurs preuves (bitistatine, lébécétine... ).

Nous pouvons d'ores et déjà prévoir le développement des composants des

venins de serpent qui élargiront notre panel de réactifs et seront si tout va bien utiles

dans le domaine thérapeutique.
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